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SEZNAM KRAJŠAV 
V nalogi sem uporabila mednarodne kratice, ki izvirajo iz angleških izrazov. Ti so napisani 
zraven, sledi jim slovenski izraz in slovenska kratica, ki smo jo v besedilu uporabili.  
 
3'UTR       3' untanslated region; 3'-neprevedena regija gena 
AGILI        AlimtaR versus Gemcitabin in Long Infusion; AlimtaR (pemetreksed) v primerjavi  
                  z gemcitabinom v dolgi infuziji 
AQP          aquaporin; akvaporin; protein, ki tvori vodni ali/in ionski kanalček   
AQP          gen za akvaporin  
ASCO        American Society of Clinical Oncology; Ameriško združenje za klinično onkologijo 
CE             cardiorespiratory endurance; kardiorespiratorna vzdržljivost 
cGMP       ciklični gvanozinmonofosfat 
CI              confidence interval; interval zaupanja, IZ 
CR             complete response; popolni odgovor 
CRP           C reactive protein; reaktivni protein C 
CT             computed tomography; računalniška tomografija 
CTCAE      Common Terminology Criteria for Adverse Events;  splošna terminološka merila za  
                  neželene dogodke 
DNA          deoxyribonucleic acid; deoksiribonukleinska kislina, DNK 
ECOG       Eastern Cooperative Oncology Group; Vzhodna kooperativna onkološka skupina  
ESMO       European Society for Medical Oncology; Evropsko združenje za internistično     
                  onkologijo 
FTO           fat mass- and obessity-associated gene; gen povezan z maščobno maso in debelostjo  
GSTM1     glutation S transferaza M1 
HWE         Hardy-Weinberg-Equillibrium; Hardy-Weinbergovo ravnovesje 
KASPar     kompetitivni alelno specifični PCR;    ar(array); vrsta 
lncRNA     long ncRNA, long non-coding RNA; dolga nekodirajoča RNA 
MAF         minor allele frequency; frekvenca redkejšega alela 
miRNA     mikro RNA 
MM          malignant mesothelioma; maligni mezoteliom   
MMP        matrix metalloproteinase; matriksna metaloproteinaza  
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MPM        malignant pleural mesothelioma; maligni plevralni mezoteliom 
mRNA      messenger RNA; sporočilna RNA 
NCBI         National Center for Biotechnology Information; Nacionalno središče za  
                  biotehnološke informacije  
NCI           National Cancer Institute; Nacionalni inštitut za raka  
NCCN       National Comprehensive Cancer Network; Ameriška državna celovita mreža za  
                  raziskavo raka    
NQ01       gen za od NAD(P)H odvisno kinonsko oksidoreduktazo 1   
OS            overall survival; celokupno preživetje 
P               verjetnost, statistična značilnost 
Padj                statistična značilnost po prilagoditvi  
PCR          polymerase chain reaction; polimerazna verižna reakcija 
PD            progression disease; napredujoča bolezen  
PET-CT     positron emission tomography-computed tomography; pozitronska emisijska 
                  tomografija z računalniško tomografijo  
PFS           progress free survival; preživetje brez napredovanja bolezni 
PR             partial response; delni odgovor 
RECIST     Response Evaluation Criteria In Solid Tumors; mednarodnimi kriteriji za ocenjevanje    
                  odgovora na zdravljenje pri solidnih tumorjih  
 
REV          gen za translezijsko polimerazo  
RH            razmerje hazardov; hazard ratio, HR 
RNA         ribonucleic acid; ribonukleinska kislina, RNK  
RO            razmerje obetov; odds ratio, OR 
ROS          reactive oxygen species; reaktivne kisikove zvrsti 
SD            stable disease; nespremenjena bolezen 
siRNA       small interefering RNA, short interfering RNA, silencing RNA;  majhna vpletajoča se  
                 RNA, kratka vpletajoča se RNA, utiševalna RNA 
SMRP       soluble mesothelin-related peptides; topni peptidi sorodni mezotelinu 
SNP          single nucleotide polymorphism; polimorfizem posameznega nukleotida 
SPSS         Statistical package for Social Sciences; Statistični paket za družbene vede 
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TNF          tumour necrosis factor; faktor tumorske nekroze 
TNM         tumour-node-metastasis; tumor-regionalne bezgavke-oddaljeni zasevki 
TTP           time to progression; čas do napredovanja bolezni  
UICC         Union for International Cancer Control; Mednarodna zveza za nadzor raka 
VATS         videoassisted thoracoscopic surgery; videotorakoskopska kirurgija  
WHO        World Health Organisation; Svetovna zdravstvena organizacija, SZO 
XRCC         x ray repair cross complementing; protein komplementa za popravljanje poškodb 
                  DNA, nastalih z delovanjem ionizirajočega sevanja 
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POVZETEK 
1. UVOD 
Maligni mezoteliom (MM) je zelo agresiven rak, ki je povezan z izpostavljenostjo azbestu, in ima slabo 
napoved. Pri MM so v tumorskem tkivu zasledili povečano izražanje transmembranskega beljakovinskega 
vodnega kanalčka akvaporina 1 (AQP1). Menijo, da bi njegovo izražanje lahko vplivalo na napoved poteka 
bolezni. Polimorfizme gena za AQP so že povezovali s preživetjem pri raku pljuč, debelega črevesa, dojke, 
možganov, jeter, prostate, ledvic, materničnega vratu, sečnega mehurja, žrela, krvnih celic, žolčevoda in 
drugimi, medtem ko vpliva genetske variabilnosti AQP na tveganje za nastanek MM, kot tudi na odgovor 
in stranske učinke pri zdravljenju s cisplatinom ter na preživetje do sedaj še niso raziskovali. Kljub številnim 
raziskavam do sedaj še ni klinično uporabnih specifičnih tumorskih označevalcev tveganja za nastanek in 
odgovor na zdravljenje pri MM. Simptomi MM se pogosto pojavljajo le v poznih fazah, zato so lahko novi 
označevalci za zgodnejšo diagnozo MM in za določitev odgovora na zdravljenje obetavna priložnost za te 
bolnike. 
2. NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
Namen naše študije je bil raziskati vpliv genetskih polimorfizmov AQP1 na tveganje za nastanek MM in na 
odgovor na zdravljenje, ki temelji na cisplatinu. V doktorski nalogi smo preverili tri hipoteze: da izbrani 
polimorfizmi v genu AQP1 vplivajo na tveganje za nastanek MM, da vplivajo na pojav stranskih učinkov pri 
zdravljenju s cisplatinom ter da vplivajo na napredovanje bolezni in celokupno preživetje.  
3. PREISKOVANCI IN METODE 
Raziskava primerov s kontrolami je zajela 231 bolnikov z MM, zdravljenih na Onkološkem inštitutu v 
Ljubljani, in kontrolne preiskovance, to je 316 zdravih krvodajalcev iz Zavoda za transfuzijsko medicino v 
Ljubljani. S postopki genotipizacije smo vsem preiskovancem določili genotipe za tri polimorfizme AQP1 
(rs28362731, rs1049305 in rs1476597). V statistični analizi smo uporabili logistično in Coxovo regresijo. 
Mediano preživetja smo določili s Kaplan-Meierjevo metodo. 
4. REZULTATI 
Razporeditev preiskovanih genotipov je bila pri AQP1 rs28362731 in AQP1 rs1049305 v skladu s Hardy-
Weinbergovim ravnovesjem; pri AQP1 rs1476597 pa ni bila skladna ne pri bolnikih kot tudi ne pri zdravih 
kontrolah, zato smo ta polimorfizem izključili iz nadaljnje statistične analize. Polimorfizem AQP1 
rs1049305 je statistično značilno vplival na tveganje za MM v dominantnem modelu, prilagojeno na spol 
in starost (RO = 0,60, 95 % IZ = 0,37─0,96, Padj = 0,033). Ta polimorfizem je v dominantnem modelu 
statistično značilno vplival tudi na nastanek anemije (neprilagojeno: RO = 0,49, 95 % IZ = 0,27─0,90, P = 
0,021; prilagojeno na CRP: RO = 0,52, 95 % IZ = 0,27─0,99, P = 0,046) in levkopenije (RO = 2,09, 95 % IZ = 
1,00─4,35, P = 0,049). V aditivnem modelu je bil ta polimorfizem povezan tudi z nastankom 
trombocitopenije (RO = 3,06, 95 % IZ = 1,01─9,28, P = 0,048) in alopecije (RO = 2,92, 95 % IZ = 1.00─8.46, 
P = 0.049). AQP1 rs28362731 je bil statistično značilno povezan s trombocitopenijo (neprilagojeno: RO = 
3,73, 95 % IZ = 1,00─13,84, P = 0,049; prilagojeno na bolečino: RO = 4,63, 95 % IZ = 1,13─19,05, P = 0,034) 
v aditivnem modelu. 
5. RAZPRAVA IN ZAKLJUČKI  
Naša raziskava prinaša nove ugotovitve o povezavah med genetsko variabilnostjo AQP1 in tveganjem za 
nastanek MM, ki do sedaj še niso bile raziskane. V tej raziskavi smo ugotovili, da genetska variabilnost 
AQP1 lahko vpliva na tveganje za nastanek MM in na pojav stranskih učinkov, kot so anemija, levkopenija, 
trombocitopenija in alopecija, pri zdravljenju s cisplatinom v kombinaciji z gemcitabinom ali s 
pemetreksedom. Nova dognanja bi lahko doprinesla k izboljšanju napovedi stranskih učinkov, povezanih 
z zdravljenjem pri MM.         
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ABSTRACT 
1. INTRODUCTION  
Malignant mesothelioma (MM) is a highly aggressive cancer that is associated with asbestos exposure and 
has poor prognosis. In MM, increased expression of aquaporin 1 transmembrane protein water channel 
(AQP1) was observed in tumour tissue. It is believed that its expression could influence the prognosis of 
the disease. AQP gene polymorphisms have already been linked to survival in lung, colon, breast, brain, 
liver, prostate, kidney, cervix, bladder, pharynx, blood cells, bile ducts cancer and other cancers, whereas 
the influence of AQP genetic variability on the risk of developing MM as well as on the response and side 
effects of cisplatin treatment and on the survival have not been investigated yet. Despite numerous 
studies, there are no clinically applicable specific tumour markers of the risk of developing and responding 
to MM therapy to this date. MM symptoms often occur only in late stages, so new markers for early 
diagnosis of MM and markers for determining response to treatment may be a promising opportunity for 
these patients. 
2. AIM AND HYPOTHESES 
The aim of our study was to investigate the influence of AQP1 genetic polymorphisms on the risk of 
developing MM and response to cisplatin-based treatment. In the doctoral thesis we tested three 
hypotheses, namely that selected polymorphisms in the AQP1 gene influence the risk of MM formation, 
the occurrence of side effects in cisplatin treatment, and affect disease progression and overall survival. 
3. SUBJECTS AND METHODS 
The case-control study included 231 MM patients treated at the Institute of Oncology Ljubljana and the 
control subjects, i.e. 316 healthy blood donors from the Ljubljana Institute for Transfusion Medicine. 
Genotyping procedures determined the genotype for all AQP1 polymorphisms (rs28362731, rs1049305 
and rs1476597) for all subjects. Logistic and Cox regression were used in the statistical analysis. The 
median survival was determined by the Kaplan-Meier method. 
4. RESULTS 
The distribution of the examined genotypes was consistent with Hardy-Weinberg equilibrium for AQP1 
rs28362731 and AQP1 rs1049305, and was not consistent in patients as well as in healthy controls for 
AQP1 rs1476597, so we excluded this polymorphism from further statistical analysis. AQP1 rs1049305 
polymorphism was significantly associated with the risk of MM in the dominant model adjusted for gender 
and age (OR = 0.60, 95% CI = 0.37─0.96, Padj = 0.033). This polymorphism was also associated with 
anaemia in dominant model (unadjusted: OR = 0.49, 95% CI = 0.27─0.90, P = 0.021; adjusted for CRP: OR 
= 0.52, 95% CI = 0.27─0.99, P = 0.046) and leukopenia (OR = 2.09, 95% CI = 1.00─4.35, P = 0.049). In additive 
model this polymorphism was also significantly associated with thrombocytopenia (OR = 3.06, 95% CI = 
1.01─9.28, P = 0.048) and alopecia (OR = 2.92, 95% CI = 1.00─8.46, P = 0.049). AQP1 rs28362731 was 
significantly associated with thrombocytopenia (unadjusted: OR = 3.73, 95% CI = 1.00─13.84, P = 0.049; 
adjusted for pain: OR = 4.63, 95% CI = 1.13─19.05, P = 0.034) in additive model. 
5. DISCUSSION AND CONCLUSIONS 
Our study provides new findings on the associations between AQP1 genetic variability and the risk of 
developing MM that have not been investigated to this date. This study found that AQP1 genetic 
variability may influence the risk of MM and the occurrence of side effects such as anaemia, leukopenia, 
thrombocytopenia and alopecia in patients treated with cisplatin in combination with gemcitabine or 
pemetrexed. New findings could help improve the prognosis of side effects associated with the treatment 
of MM.
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1. UVOD 
1.1. MALIGNI MEZOTELIOM     
Maligni mezoteliom (MM) je redko, a zelo agresivno maligno obolenje seroznih membran, ki 
obdajajajo plevralno, peritonealno in perikardialno votlino. Najpogosteje nastane na plevralni  
(65 %─70 %) in peritonealni mreni (30 %) ter zelo redko na drugih seroznih površinah (1 %) [1, 2].  
1.1.1. IZPOSTAVLJENOST AZBESTU IN AZBESTNE BOLEZNI  
Izpostavljenost azbestu je povezana z razvojem azbestoze (pljučne fibroze), plevralnih plakov in 
številnih vrst raka, vključno z MM [3]. Maligni mezoteliom je povezan s poklicno in z okoljsko 
izpostavljenostjo azbestu pri več kot 86 % vseh bolnikov s to boleznijo [4─7].  
Poklicna izpostavljenost azbestu je bila v Sloveniji predvsem v azbestcementni industriji, 
gradbeništvu, v proizvodnji strojev in izolacijskih materialov, pri popravilu različnih prevoznih 
sredstev, v tekstilni industriji in v drugih dejavnostih [4, 8─11]. Prebivalcem je azbest nevaren 
zlasti v bližini tovarn, kjer so uporabljali azbest, zaradi izpostavljenosti onesnaženemu zraku, vodi 
in hrani [9─11].  
Nepoklicno izpostavljenost azbestu opažamo pri uporabi in nepravilnem odstranjevanju 
azbestcementne strešne kritine, azbestne izolacije in drugih izdelkov, ki vsebujejo azbest. 
Azbestna vlakna je mogoče najti v vodi, ki teče po azbestcementnih ceveh, zlasti če te nimajo 
oblog ali so poškodovane. Azbestu so lahko bili izpostavljeni tudi družinski člani delavcev, ki so 
delali z azbestom in ga prinesli domov z obleko in v laseh [9─11]. Veliko nedavnih primerov MM 
je povezanih z okoljsko izpostavljenostjo azbestu izven delovnega mesta zaradi preurejanja 
doma, zato narašča obolevnost mlajših ljudi, od katerih so bili nekateri kot otroci azbestu 
izpostavljeni le kot opazovalci, ko so dom preurejali njihovi starši [12].  
Napovedujejo, da bo pojavnost MM v najbolj industrializiranih deželah naraščala še do 2020 [12] 
ali celo dlje zaradi prisotnosti azbesta v stavbah in zaradi izjemno dolge latentne dobe po 
izpostavljenosti azbestu, ki je okrog 20─60 let [13─16]. Število bolnikov z MM bo v prihodnosti 
verjetno v glavnem naraščalo med delavci, ki so bili vsakodnevno izpostavljeni azbestu na 
delovnem mestu, poleg tega pa je okrog 125 milijonov ljudi po celem svetu vsako leto poklicno 
izpostavljenih azbestu [17]. 
Leta 1996 so v Sloveniji sprejeli Zakon o prepovedi proizvodnje in prometa z azbestnimi izdelki 
ter o zagotovitvi sredstev za prestrukturiranje azbestne proizvodnje v neazbestno [18]. Zakon 
določa takojšnjo in enkratno ukinitev proizvodnje azbestcementnih izdelkov, uvedbo 
brezazbestne tehnologije in proizvodnjo vlaknocementnih izdelkov ter postopno ukinitev 
oziroma nadomeščanje druge azbestne proizvodnje v neazbestno; zagotavlja socialno varnost 
delavcem, ki so do ukinitve proizvodnje bili izpostavljeni škodljivim vplivom azbestnega prahu. 
Večina razvitih držav je prepovedala ali vsaj omejila proizvodnjo in promet z azbestnimi izdelki 
[19], vendar je še veliko držav, kjer sta proizvodnja in promet z azbestnimi izdelki še vedno 
prisotna [20]. 
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1.1.2. VRSTE AZBESTA 
Azbest je skupno ime šestih naravnih silikatnih mineralov. Azbestna vlakna se delijo na serpentine 
in amfibole. Med serpentini in amfiboli obstaja pomembna razlika zaradi razlik v njihovi kemijski 
sestavi in stopnji njihove nevarnosti za zdravje pri vdihavanju, vendar pa so vse oblike azbesta 
rakotvorne [21].   
Serpentini predstavljajo skupino magnezijevo-železovih plastnatih silikatov ali filosilikatov. V to 
skupino spada krizotil (beli azbest), ki predstavlja več kot 90 % vsega komercialno uporabljenega 
azbesta. Prikazan je na  Sliki 1 [22]. Krizotilna vlakna so votle, elastične, lahko tudi skodrane cevke, 
ki so združene v sklade. Njihova dolžina je običajno manjša od 5 µm, vzdolžno pa se tudi zlahka 
cepijo. Posedajo se hitreje kot amfibolna vlakna, ki dalj časa lebdijo v zraku [21] .  
 
 
                                 SLIKA 1: Serpentinski azbest krizotil [22]. 
Amfibolna azbestna vlakna spadajo v skupino nitastih silikatov, pri katerih se osnovni gradniki, 
silikatni tetraedri (SiO44-), povezujejo v dvojne niti. Zato amfiboli običajno nastopajo v obliki 
ravnih in lomljivih paličic ali vlaken. Amfibolna vlakna so trdna in ravna ter imajo večji premer kot 
krizotilna. Zaradi svoje oblike in trdne strukture obstajajo v človeškem telesu po vdihavanju še 
več desetletij in zato veljajo za nevarnejša kot krizotilna vlakna. Najbolj nevarna so namreč tista 
azbestna vlakna, katerih dolžina je večja od 5 µm in premer manjši kot 3 µm, razmerje med 
dolžino in premerom pa je večje od 3:1. Med amfibolne azbeste uvrščamo amozit (rjavi azbest), 
antofilit, tremolit, aktinolit in pa krokidolit (modri azbest), ki ga prikazuje Slika 2 [21]. 
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                                          SLIKA 2: Amfibolni azbest krokidolit [21]. 
Nekatere vrste azbesta so lahko bolj nevarne od drugih, vendar nevarne so vse. Tega se je 
potrebno zavedati še zlasti pri menjavi azbestcementne kritine, pri odstranjevanju azbestne 
izolacije pri obnavljanju hiš in pri nadomeščanju azbestcementnih cevi z novimi materiali zaradi 
možnosti vdihavanja azbestnih vlaken, kjer je priporočena uporaba zaščitne maske in drugih 
zaščitnih sredstev [9].  
 
1.1.3. MOLEKULARNI MEHANIZMI NASTANKA MALIGNEGA  
            MEZOTELIOMA 
 Azbest lahko sproži nastajanje reaktivnih kisikovih spojin (ROS) prek dveh mehanizmov. Po 
prvem mehanizmu redoks aktivno železo, ki je prisotno v azbestu, katalizira tvorbo hidroksilnih 
radikalov (OH•); po drugem mehanizmu pa azbest povzroči nastajanje ROS posredno preko 
alveolarnih makrofagov, ki fagocitirajo azbestna vlakna [23]. Ostali najpomembnejši reaktivni 
metaboliti v patogenezi pljučnih bolezni, ki so povezani z azbestom, so superoksidni anion (O2•-), 
H2O2 in NO [24]. ROS, ki nastanejo zaradi azbesta, so pomembni signali v indukciji transkripcije in 
nastanka vnetnih in fibrotičnih citokinov, onkogenov in faktorjev, ki prekinejo uravnavanje 
kontrole rasti [25]. Rezultati raziskav, povezanih z encimskim obrambnim sistemom proti ROS, so 
pomemben prispevek k razumevanju interakcij med genetskimi in okoljskimi dejavniki pri 
nastanku bolezni, povezanih z izpostavljenostjo azbestu [26].  
 
1.1.4. DIAGNOSTICIRANJE MALIGNEGA MEZOTELIOMA 
Simptomi se pri MM razvijajo počasi, klinična slika ni značilna, zato je diagnoza pogosto pozna. 
Čas od pojava prvih bolezenskih znamenj do postavitve diagnoze traja običajno od tri do šest 
mesecev [27]. Po ugotovitvi simptomov in znakov bolezni opravijo slikovne diagnostične 
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preiskave. Rentgenogram prsnih organov je običajno prva neizogibna slikovna preiskava, ko 
posumijo na MM [28]. Na Sliki 3 je rentgenska slika plevralnega izliva na levi strani pljuč (na sliki 
je na desni strani), ki je pogost pri malignem plevralnem mezoteliomu (MPM) [29]. 
 
 
                                             SLIKA 3: Plevralni izliv pri malignem plevralnem  
                                             mezoteliomu [29]. 
 
Bolj pogosto prepoznajo mezoteliom z računalniško tomografijo (computed tomography; CT), ki 
največkrat pokaže značilno zadebelitev plevre in v večini primerov plevralni izliv (Slika 4) [28]. 
 
 
                                      SLIKA 4: Slika CT prsnih organov pri bolniku z  
                                      mezoteliomom plevralne mrene [19]. 
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Diagnozo plevralnega MM postavijo na podlagi torakoskopije ali videotorakoskopske kirurgije 
(video-assisted thoracoscopic surgery; VATS) pri bolnikih s plevralnim MM oziroma po 
laparoskopiji ali laparotomiji pri bolnikih s peritonealnim MM in histološkega pregleda odvzetega 
tkiva [28, 30].  
V novejšem času pogosteje uporabljajo pozitronsko emisijsko tomografijo z računalniško 
tomografijo (positron emission tomography-computed tomography; PET-CT), ki je učinkovita 
zlasti pri ocenjevanju odgovora na zdravljenje [19]. Navedene preiskave omogočajo opredelitev 
razširjenosti bolezni. Stadij bolezni določijo po klasifikaciji TNM (tumor-node- metastasis; tumor-
regionalne bezgavke-oddaljeni zasevki), ki jo posodablja Mednarodna zveza za nadzor raka 
(Union for International Cancer Control; UICC) [31]. Maligni mezoteliom redko zaseva v oddaljene 
organe, pogosteje pa vrašča v sosednje anatomske strukture, kar natančno opredeljujejo različni 
stadiji bolezni [19].  
 
1.1.5. HISTOLOŠKI PODTIPI MALIGNEGA MEZOTELIOMA 
Diagnosticiranje MM temelji na imunohistokemijski kvalitativni analizi tumorskega tkiva [32]. 
Histopatološka diagnoza je glavni način opredelitve podtipa MM in ima prednost pred 
makroskopsko in radiološko diagnostiko [33], postavi pa se v skladu s kriteriji Svetovne 
zdravstvene organizacije (World Health Organisation; WHO)[34].  
Epiteloidni podtip predstavlja okrog 50 %, bifazni 30 % in sarkomatoidni 20 % primerov MM. 
Tumor, ki je sestavljen iz več kot 10 % epiteloidnega in sarkomatoidnega MM skupaj, uvrščamo 
med bifazni podtip. Maligni mezoteliom pogosto vsebuje pridružena nemaligna področja, ki jih 
imenujemo stroma. Epiteloidni MM najbolj tipično izkazuje tubulo-papilarni vzorec diferenciacije 
in je podoben karcinomu. Sarkomatoidni podtip MM je sestavljen iz celic vretenaste oblike, 
podoben pa je sarkomu. Bifazni podtip MM odraža tako epiteloidne kot sarkomatoidne vzorce 
diferenciacije znotraj istega tumorja, kjer so pogosto najprej opazna le velika področja z enim 
histološkim vzorcem, vendar pa po obsežnem vzorčenju postane jasen bifazni vzorec MM [33, 
35]. Histološki podtip MM signifikantno vpliva na preživetje, ki je najdaljše pri epiteloidnem, nato 
pri bifaznem in najkrajše pri sarkomatoidnem podtipu [36]. Podtip MM pa vpliva tudi na 
občutljivost za kemoterapijo, pri čemer sta sarkomatoidni in bifazni podtip zanjo manj občutljiva 
in bolj agresivna in pri tem izkazujeta slabšo napoved kot epiteloidni podtip [37].  
Histološki podtip je najbolje preučevan in najpomembnejši prognostični dejavnik MM. Bolniki z 
epiteloidnim podtipom MPM imajo statistično značilno boljšo prognozo kot tisti s 
sarkomatoidnim [38]. Razlike v mediani preživetja so lahko celo 200 dni [39]. Ker imajo bolniki z 
bifaznim podtipom MPM [40] slabšo napoved poteka bolezni kot bolniki z epiteloidnim podtipom 
in ker so redkejši, jih v analizi preživetja pogosto obravnavamo skupaj s sarkomatoidnim 
podtipom [38]. Slika 5 prikazuje histopatološki izgled pri  epiteloidnem podtipu MPM s pretežno 
epiteloidnimi celicami v ravnini. Na Sliki 6 pa je prikazan izgled pri sarkomatoidnem MPM z 
vretenastimi celicami v obliki snopa.   
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                                               SLIKA 5: Epiteloidni podtip malignega 
                                               plevralnega mezotelioma [33]. 
 
 
 
                                                
                                              SLIKA 6: Sarkomatoidni podtip malignega  
                                              plevralnega mezotelioma [33]. 
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1.1.6. ZDRAVLJENJE, ODGOVOR NA ZDRAVLJENJE IN  
           PREŽIVETJE  PRI MALIGNEM MEZOTELIOMU                                                      
Zaradi razpršene agresivne lokalne rasti in majhne občutljivosti na sodobna protirakava zdravila 
predstavlja MM enega od najtežjih izzivov onkologije. S sodobnim zdravljenjem lahko podaljšajo 
celokupno preživetje [41].  
1.1.6.1.  Kirurško zdravljenje 
Pri MPM sta na voljo predvsem dve obliki kirurškega zdravljenja: ekstraplevralno 
pneumonektomijo (EPP) in plevrektomijo ali dekortikacijo. Pri mezoteliomu peritonealne mrene 
pa se lahko odločijo za peritonektomijo. Takšno zdravljenje je lahko uspešno zgolj pri bolnikih z 
začetno obliko bolezni, dobrim splošnim stanjem zmogljivosti in brez resnih spremljajočih bolezni 
[27, 42, 43].  
1.1.6.2. Zdravljenje z radioterapijo 
Bolnike največkrat obsevajo po kemoterapiji in operaciji ter pri tem uporabljajo moderno 
tehniko, kot je intenzitetno modulirana radioterapija (intensity-modulated radiation therapy; 
IMRT), še bolj pogosto pa jih obsevajo na omejena polja s paliativnim namenom [19].  
1.1.6.3. Sistemsko zdravljenje 
Ker je zelo malo bolnikov primernih za kirurško zdravljenje, je v svetu in pri nas najpogostejši 
način onkološkega zdravljenja kemoterapija. Največkrat jo izvajajo kot edino zdravljenje ali pa v 
kombinaciji s kirurškim [42, 44, 45].  
Klinične raziskave so pokazale, da so nekateri citostatiki učinkovitejši, zlasti to velja za novejša 
citostatika, kot sta gemcitabin in pemetreksed, ki ju kombiniramo s cisplatinom ali karboplatinom 
[42, 45]. Kombinacija s pemetreksedom je postala standardno zdravljenje v različnih kliničnih 
smernicah kot so Ameriška državna celovita mreža za raziskavo raka (National Comprehensive 
Cancer Network; NCCN) [46], Evropsko združenje za internistično onkologijo (European Society 
for Medical Oncology; ESMO) [47] in Ameriško združenje za klinično onkologijo (American Society 
of Clinical Oncology; ASCO) [48]. V slovenski klinični raziskavi pa se je pokazal gemcitabin v 
podaljšani infuziji s cisplatinom za eno najuspešnejših sistemskih zdravljenj [41, 42].  
Globlje razumevanje tumorske biologije je omogočilo razvoj tarčnih zdravil, ki jih zadnjih nekaj 
let preizkušajo tudi pri zdravljenju MM. Običajno tako poimenujemo zdravila, ki prepoznavajo in 
zavirajo molekularne signalne poti, po katerih tumor nastane, raste in se širi. Žal do sedaj še 
nobeno tarčno zdravljenje ni pokazalo zadostnih rezultatov, da bi lahko bolnike zdravili izven 
kliničnih raziskav [19]. Nekoliko obetavnejše se je pokazalo dodajanje citostatika bevacizumaba 
gemcitabinu in cisplatinu ali pemetreksedu in cisplatinu [49]. Zdravljenje z bevacizumabom [49] 
je pokazalo takšne rezultate, da je prišlo v rutinsko uporabo v ZDA. V eni od teh kliničnih raziskav 
s tarčnimi zdravili so sodelovali tudi raziskovalci iz Slovenije [50].  
Najbolj obetavna postaja imunoterapija, zlasti z zaviralci imunskih kontrolnih točk (immune 
checkpoint inhibitors; CPI) iz skupine proteina 1 programirane celične smrti (programmed cell 
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death protein 1; PD1) in iz skupine liganda 1 proteina programirane celične smrti PDL-1 
(programmed cell death ligand 1; PDL-1) [51]. 
1.1.6.4. Kombinirano zdravljenje 
Kljub obsežnim operacijam se pri velikem delu bolnikov bolezen ponovi, zato večina bolnikov 
prejme tudi drugo obliko zdravljenja. Pooperativno obsevanje hemitoraksa zmanjša nevarnost 
lokalne ponovitve bolezni, kemoterapija pa tudi nevarnost oddaljenih zasevkov [43, 52]. Ker 
kirurško zdravljenje ni povezano samo s sorazmerno visoko pooperativno smrtnostjo, ampak tudi 
s pooperativnimi posledicami zdravljenja, vsi bolniki niso primerni za pooperativno obsevanje in 
pooperativno kemoterapijo. Zato v večini centrov bolniki prejemajo kemoterapijo pred operacijo 
in ne po njej [52]. Prevladuje mnenje, da je treba bolnike z MM obravnavati multidisciplinarno. 
Samo na ta način lahko bolniku ponudimo najboljšo kombinacijo kirurškega, sistemskega in 
radioterapevtskega zdravljenja [41, 52].  
1.1.6.5.  Paliativno zdravljenje 
S paliativnim zdravljenjem želimo predvsem izboljšati ali ohraniti bolnikovo kakovost življenja. 
Ker je pri bolnikih z MM bolečina pogost simptom, je analgezija eden prvih paliativnih ukrepov, 
ki je v ospredju tudi ob specifičnem onkološkem zdravljenju. Poleg bolečine je najpogostejši 
simptom bolnikov z MM plevralne mrene dispneja. Ta nastane največkrat zaradi plevralnega 
izliva. Velikokrat so potrebne razbremenilne plevralne punkcije [19]. 
 
1.1.7.  MOLEKULARNI MEHANIZMI DELOVANJA  
            KEMOTERAPEVTIKOV   
Kemoterapevtsko zdravljenje znatno izboljša preživetje bolnikov z MM [41]. Običajno temelji na 
citostatiku tretje generacije v kombinaciji s cisplatinom. Največ so uporabljali kombinacijo z 
gemcitabinom, nato pa je postala kombinacija s pemetreksedom standardno zdravljenje [53].  
1.1.7.1. Cisplatin 
      
                                                                   SLIKA 7: Cisplatin [54]. 
Cisplatin  je platinov (Pt) citostatik, ki povzroča nastanek kovalentnih povezav znotraj verige in 
med verigami DNA, kar posledično inhibira podvojevanje in prepisovanje DNA, s tem pa rast in 
celično delitev in povzroči apoptozo celice (Slika 7). V manjši meri zavira tudi sintezo beljakovin 
in RNA [55, 56]. Po aplikaciji cisplatina se iz molekule pod vplivom vode sčasoma odstrani en 
kloridni ligand in nastane [PtCl(H2O)(NH3)2]+. V nastalem kationu je namesto klora vezana voda, 
ki zlahka izstopi, kar omogoča molekuli cisplatina, da dostopa do baz v DNA; nato pa se odstrani 
še drugi kloridni ligand, nastali platinov elektrofil pa se veže še na drugo bazo v DNA in na ta način 
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povzroči premreženje. Nastali platinov elektrofil se veže na katerikoli nukleofil, tudi na 
sulfhidrilne (SH) skupine na proteinih [57]. Citotoksično delovanje cisplatina povzroča vezavo na 
vse baze DNA, predvsem na mesto N─7 gvanina [56, 58, 59]. 
1.1.7.2.  Gemcitabin   
 
                                                           SLIKA 8: Gemcitabin [60]. 
Gemcitabin (dFdC) je pirimidinski antimetabolit, analog pirimidinskega nukleozida deoksicitidina, 
kjer sta vodika na drugem ogljikovem atomu zamenjana s fluorovima atomoma (Slika 8). 
Gemcitabin se med podvojevanjem vgrajuje v novo nastajajočo molekulo DNA in sicer nadomesti 
citidin. Presnavlja se z znotrajcelično nukleotidno kinazo do aktivnih difosfat (dFdCDP) in trifosfat 
(dFdCTP) deoksicitidinov. Ko se gemcitabin vgradi v DNA, se rastoči verigi DNA doda dodaten 
nukleotid. Po tem dodatku pride do popolnega zavrtja nadaljnje sinteze DNA. Po vgraditvi v DNA 
gemcitabin sproži proces apoptoze [56]. 
1.1.7.3. Pemetreksed 
 
                        SLIKA 9: Pemetreksed [61]. 
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Tetrahidrofolna kislina (FH4) je kofaktor encimov (transferaze C1), ki prenašajo enote s po enim 
ogljikovim atomom v biosintezi purinskih in primidinskih baz. Antimetaboliti FH4 to preprečujejo. 
Pemetreksed je večtarčno protirakavo zdravilo. Je analog folne kisline in spada med folatne 
antimetabolite (Slika 9). Deluje tako, da poruši ključne od folata odvisne presnovne procese, ki 
so nujni za podvajanje celic. Zavira timidilat sintazo (TS), dihidrofolat reduktazo (DHFR) in 
glicinamid ribonukleotid formiltransferazo (GARFT), ki so ključni od folata odvisni encimi za 
biosintezo timidinskih (pirimidinskih) in purinskih nukleotidov de novo. Pemetreksed se v celici 
hitro in učinkovito pretvori v poliglutamatne oblike. Poliglutamacija je proces, odvisen od časa in 
koncentracije, ki se dogaja v tumorskih celicah in v manjšem obsegu v normalnih tkivih. 
Poliglutamirani presnovki imajo podaljšan znotrajcelični razpolovni čas, kar povzroči podaljšano 
delovanje zdravila v malignih celicah. Z zaviranjem nastanka prekurzorja purinskih in 
pirimidinskih nukleotidov pemetreksed preprečuje nastanek tako DNA kot RNA [56, 62].  
 
1.1.8. PROGNOSTIČNI IN PREDIKTIVNI OZNAČEVALCI PRI 
            MALIGNEM MEZOTELIOMU  
Napoved poteka MM je slaba zaradi skromnega odgovora na standardne strategije zdravljenja, 
kar kaže na potrebo po zanesljivih napovednih označevalcih, ki bi jih lahko vključili v klinično 
obravnavo bolnikov [14, 15].  
Prav tako je razširjenost bolezni eden najpomembnejših napovednih dejavnikov preživetja [42], 
zato je razumljivo, da intenzivno iščemo učinkovit način presejanja, s katerim bi odkrili bolnike z 
zgodnjo obliko bolezni. Bolezen pa je redka, zato je vsakršno iskanje presejalnih testov že vnaprej 
pospremljeno z dvomom. Ostaja odprto vprašanje, kako obravnavati posameznike, ki so bili 
izpostavljeni azbestu. Ker je azbest glavni vzročni dejavnik za nastanek bolezni, je treba te osebe 
slediti.  
Do sedaj so odkrili nekaj tumorskih označevalcev, ki so bili povišani pri bolnikih z MM, vendar pa 
še nobena klinična preiskava ni pokazala, da bi bil kateri od njih primeren za presejalne teste [19].  
Zaradi naraščajoče pojavnosti MM in njegove slabe prognoze so potrebni novi prognostični in 
prediktivni označevalci [53]. Do sedaj so preučevali že več razredov potencialnih označevalcev pri 
MM, od serumskih peptidov do genetskih in epigenetskih označevalcev, vendar z omejenim 
uspehom.  
1.1.8.1. Serumski označevalci pri malignem mezoteliomu  
Do sedaj so proučevali že več možnih tumorskih označevalcev MM, ki bi bili koristni označevalci 
odgovora na zdravljenje, in za ugotavljanje napredovanja MM. Med njimi so topni peptidi sorodni 
mezotelinu (soluble mesothelin-related peptides; SMRP), pri katerih raziskave kažejo, da bi lahko 
bili odlični označevalci za oceno odgovora na zdravljenje in za ugotavljanje napredovanja MM 
[63]. Fibulin-3 je nov možen označevalec za odgovor na zdravljenje [64]. Survivin je ključni član 
družine inhibitorjev apoptoze, ki je vključen v uravnavanje celične delitve, ki bi ga lahko uporabili 
kot označevalec pri diagnozi ali napovedi poteka raka [53].  
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Za ugotavljanje MM do sedaj še ni bil opisan nobeden serumski označevalec, ki bi imel hkrati 
primerno občutljivost in specifičnost, in zato so predlagali kombinacije označevalcev iz dveh 
različnih molekulskih razredov: mezotelin v kombinaciji z miRNA [65].  
1.1.8.2. Genetski označevalci pri malignem mezoteliomu 
Izsledki številnih raziskav kažejo, da so tveganje za razvoj bolezni, odziv posameznika na 
zdravljenje in dovzetnost za stranske učinke zdravljenja odvisni tudi od njegovih genetskih 
značilnosti [23, 66─71]. 
Tudi genetske spremembe v genih, ki kodirajo ključne dejavnike molekularnega nastanka MM, bi 
lahko služile kot označevalci za napoved tveganja za nastanek MM kot tudi za odziv na 
zdravljenje.  
Več študij je pokazalo, da so nekateri genetski polimorfizmi povezani s povečanim tveganjem za 
nastanek MM. Med njimi so polimorfizmi v genih, ki sodelujejo v presnovi ksenobiotikov, 
antioksidativni obrambi ali popravljanju DNA, kot so nični polimorfizem GSTM1, polimorfizmi v 
genih XRCC1 in XRCC3 ter polimorfizem v genu NQO1 [23, 66, 67]. GSTM1 je glutation S 
transferaza M1, ki katalizira konjugacijo z glutationom pri razstrupljanju [3]. Nični polimorfizem 
GSTM1 pomeni homozigotno delecijo gena, kar ima za posledico odsotnost njegove encimske 
aktivnosti. XRCC1 in XRCC3 (x-ray repair cross complementing; popravljanje premreženja zaradi 
x žarkov) sta proteina komplementa, ki sodelujeta pri popravljanju poškodb zaradi premreženja 
DNA, nastalih z delovanjem ionizirajočega delovanja x žarkov [72]. Polimorfizem XRCC1 rs25487 
povzroči spremembo Arg399Gln [67]. NQO1 kodira od NAD(P)H odvisno kinonsko 
oksidoreduktazo 1, encim, ki reducira kinon do hidrokinona [73, 74]. Nosilci vsaj enega 
polimorfnega alela NQO1 rs1800566 T so imeli povečano tveganje za MM [23].  
Nedavna raziskava je pokazala tudi povezavo genetske variabilnosti FTO z dovzetnostjo za MM. 
FTO (fat mass and obesity; maščobna masa in debelost) je protein, ki je povezan z maščobno 
maso in debelostjo. Sodeluje pri demetilaciji DNA in RNA [75, 76]. Nosilci FTO rs9939609 AT in 
AA v aditivnem modelu in nosilci AT in AA v dominantnem modelu so imeli večje tveganje za MM 
v primerjavi z nosilci TT [68].  
Po drugi strani pa so pokazali, da ima lahko polimorfizem v genu za matriksno metaloproteinazo 
2 (matrix metalloproteinase 2; MMP2) zaščitno vlogo pri MM [77]. Matriksne metaloproteinaze 
(MMP) so modulatorji v mikrookolju tumorja in imajo pomembno vlogo v karcinogenezi [78]. 
Študije kažejo, da igrajo MMP-e, še posebej MMP2 in MMP9, vlogo pri nastajanju žilja tumorja, 
invaziji in metastaziranju [79]. Študije so pokazale povezavo nekaterih genetskih polimorfizmov s 
potekom MM po zdravljenju in sicer dva polimorfizma rs2250889 in rs20544 v MMP9 sta imela 
statistično značilen, vendar nasproten si učinek na čas do napredovanja bolezni (TTP) in 
celokupno preživetje (OS) [69]. 
Polimorfizem v genu FASL rs763110 (FASL-844) bi lahko predvidel preživetje brez napredovanja 
bolezni (PFS) pri bolnikih z MM, kjer je zdravljenje temeljilo na spojinah platine [70]. Protein FASL 
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pripada družini TNF-jev (tumor necrosis factor; faktor tumorske nekroze), ki povzročajo vnetje, 
zavirajo tumorigenezo in povzročajo apoptozo [80].  
Tudi polimorfizmi v genih za translezijske polimeraze (REV) kot sta REV1 rs3087403 in REV3L 
(rs465646; rs462779) so bili pri MM povezani z izidom zdravljenja, ki je temeljilo na cisplatinu 
[71]. REV1 in REV3L sta polimerazi za popravljanje DNA po poškodbi s kemoterapevtikom 
cisplatinom [71].  
Tudi polimorfizmi XRCC1 (rs25487) za popravljanje poškodb DNA lahko vplivajo na odgovor na 
kemoterapijo v kombinaciji gemcitabina in platine pri bolnikih z MM [67]. 
1.1.8.3. Epigenetski označevalci pri  malignem mezoteliomu 
Možni označevalci bi bile tudi epigenetske spremembe DNA in miRNA. Pri MM so preučevali tudi 
epigenetske označevalce kot je miRNA, ki z vezavo na tarčno mRNA prepreči translacijo v protein, 
ter metilacijski profil DNA za zgodnje odkrivanje, napredovanje in terapijo MM. Ugotovili so, da 
je hipermetilacija tumorsupresorskih genov pogosta pri raku [32, 81, 82]. 
 
Kljub tako velikemu številu raziskanih genetskih dejavnikov se iskanje novih potencialnih 
genetskih označevalcev nadaljuje. Akvaporin 1 (AQP1) je potencialni označevalec pri bolnikih z 
MM, saj se je izkazalo, da je neodvisni prognostični dejavnik [14]. 
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1.2. AKVAPORINI   
1.2.1. AKVAPORINI IN NJIHOVA VLOGA  
Akvaporini (AQP) so majhni transmembranski proteini, ki olajšajo osmotsko nadzorovan prehod 
vode (Slika 10). V celični membrani povečajo prepustnost za vodo 5 do 50-krat v primerjavi s 
prepustnostjo membran, kjer gre voda primarno skozi lipidni dvosloj. Pri sesalcih so odkrili 13 
homologov AQP (AQP 0─12); izražajo pa se v membranah številnih epitelijskih, endotelijskih in 
drugih celic. AQP omogočajo tudi prenos majhnih topljencev kot so urea, glicerol, nepolarni plini, 
H2O2 in metaloidi (elementi periodnega sistema, ki imajo lastnosti kovin in nekovin) skozi celično 
membrano [83, 84]. 
 
  
                                    SLIKA 10: Akvaporin tvori vodni kanalček [prirejeno po 85]. 
1.2.2. ZGRADBA AKVAPORINA 1 
AQP1 je bil prvi vodni kanalček, ki so ga opisali, ko so raziskovali proteine eritrocitne membrane 
[86]. AQP1 posreduje osmotski in hidrostatski pretok vode skozi celično membrano [87]. 
Molekulska masa AQP1 je 28 kDa [88]. AQP1 je sestavljen iz štirih podenot (je tetramer), od 
katerih je vsaka sestavljena iz šestih transmembranskih domen (M1─M6) (Slika 11). Vsak 
monomer vsebuje svoje funkcionalno neodvisne pore [85]. Med sabo so povezane z 
znotrajceličnimi in  zunajceličnimi zankami s citoplazemskimi aminskimi (N) in karboksilnimi (C) 
konci. Domena znotraj zanke B, ki je med transmembranskima domenama M2 in M3 in domena 
zanke E, ki je med podenotama M5 in M6, sta vloženi v lipidni dvosloj na nasprotnih straneh 
membrane in pri tem tvorita notranjo podenoto vodne pore. Zanka D je vključena v odpiranje, 
znotrajcelični karboksilni konec pa deluje modulacijsko. Na zunajcelično zanko E se lahko vežeta 
živo srebro (Hg) ali tetraetilamonijev ion (TEA+), ki inhibirata delovanje kanalčka [87].  
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SLIKA 11: Diagram transmembranske topologije enega od štirih monomerov AQP1 [prirejeno 
po 87]. 
 
1.2.3.  VLOGA AKVAPORINA 1 
Prepustnost za vodo in prevodnost za ione se ne odvijata po isti poti [89], kajti posamezna pora  
podenote (monomera) prenaša vodo in osrednja pora deluje kot selektivni ionski kanal, ki 
omogoči pretok ionov in vode [90]. Monomerne pore AQP1 tvorijo močne vodikove vezi med 
proteinom in vodnimi molekulami znotraj kanalčka, kar naredi monomere manj prepustne za 
pline v primerjavi z osrednjo poro [91].  
Nedavni dokazi nakazujejo, da je hidrofobna osrednja pora AQP1 prepustna za ogljikov dioksid 
(CO2) in kisik (O2) [91]. AQP1 so v nekaterih okoliščinah tudi neselektivni kationski kanalčki, ki se 
odpirajo s pomočjo cGMP [92, 93]. Neselektivno enovalentno kationsko prevodnost uravnava 
cGMP in zavisi od strukturne skladnosti zanke D pri aktivaciji kanalčka [94-97]. Idejo, da je 
kationska pora AQP1 v tetrameru ločena od posameznih vodnih por v vsakem monomeru [90, 
94, 98], podpirajo razlike v farmakološki občutljivosti in v različnih učinkih na določeno mesto 
usmerjenih mutacij [89, 99].  
Transmembranski kanalček AQP1 je pomemben za kardiorespiratorno vzdržljivost 
(cardiorespiratory endurance; CE), ker vpliva na prehod tekočin v eritrocitih, endotelijskih, 
pljučnih celicah in ledvičnih tubulih ter je življenjskega pomena za prenos vode, amonijevega in 
bikarbonatnega iona, ogljikovega dioksida, glicerola, dušikovega oksida in kalijevega iona [100].    
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Akvaporin 1 se izraža v različnih tkivih, kot so ledvični proksimalni tubuli, oko, srce, pljuča, žilni 
sistem in horoidni pleksus v možganskih ventriklih [101─105] in je v normalnih okoliščinah nujno 
potreben pri absorbciji tekočin in sekreciji v teh tkivih [106]. 
 
1.2.4. AKVAPORINI PRI RAZLIČNIH VRSTAH RAKA  
Nedavne raziskave nakazujejo na ključno vlogo AQP pri karcinogenezi pri človeku. Ključni procesi 
v rakavih celicah so odvisni od vode v mikrookolju tumorja, ki zahteva okrepljen transmembranski 
prenos vode v primerjavi z normalnimi celicami. Akvaporini se prekomerno izražajo v celičnih 
linijah žilnega endotelija in v tumorskih celičnih linijah, kar kaže, da so AQP tesno povezani z 
razvojem in napredovanjem tumorja [107]. Zadnji dokazi govorijo v prid pomembni vlogi AQP1 
tudi pri prehajanju plinov, razvoju žilja in celični delitvi.   
Veliko raziskav kaže na povezavo različnih vrst AQP s številnimi vrstami raka [87, 108─110]. 
Raziskave so potrdile povezavo med AQP1 in pljučnim rakom [111─115], rakom debelega črevesa 
[83, 116─118], rakom možganov [119─121], jeter [122], ledvic [123─125], dojke [126─128], 
žolčevoda [129], prostate [130], kostnim rakom [122, 131], rakom materničnega vratu [107, 132], 
žrela [133] in rakom sečnega mehurja [134].  
Pri agresivnih rakih kot so kolorektalni rak, gliom, pljučni rak, rak grla in rak žolčevoda je bilo 
izražanje AQP1 povečano [135─138]. Nivoji izražanja AQP1 kažejo na pozitivni soodnos z 
nastajanjem žilja, napredovanjem tumorja, rastjo, migracijo in metastaziranjem [139]. Zavrtje 
AQP1 s siRNA je znatno oslabilo migracijo rakavih celic in vitro [140]. Pri karcinomih pljučne 
mrene in pljuči (mezoteliom, metastaski adenokarcinom) so odkrili močno izražanje AQP1 v 
majhnih kapilarah v področjih ob tumorju [141]. 
Normalne mezotelijske celice izražajo AQP1 na apikalni strani celic, medtem ko MM kaže na 
izgubo polarnosti pri izražanju AQP1 ali popolno izgubo označevanja [36]. Opažanje pri MM, kjer 
so višji nivoji AQP1 povezani z boljšo prognozo, je nasprotno kot pri drugih tumorjih, kjer so višji 
nivoji AQP1 povezani s slabšo prognozo, kot je to pri raku dojke, melanomu, ter karcinomu 
sečnega mehurja in požiralnika [126, 133, 134, 142]. Zanimivo je, da so pri nekaterih od teh 
tumorjev protein AQP1 našli v citoplazmi [126]. Ohranjeno izražanje AQP1 je lahko povezano s 
stopnjo ohranjene diferenciacije, medtem ko popolna izguba, ki je značilna za večino 
sarkomatoidnih MM, kaže na nižji nivo diferenciacije mezotelija in povečano agresivnost. Vendar 
pa je vredno omeniti, tako kot tudi pri drugih tumorjih, da je inhibicija AQP1 bodisi s sinteznim  
inhibitorjem ali siRNA vodila v zmanjšano gibljivost in invazivnost celic MM v standardni kulturi 
[12, 143]. Prav tako pa je inhibicija izražanja AQP1 v žilnem endoteliju zavrla tvorbo žil v številnih 
modelih [144─146].  
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1.2.5.  AQP1 KOT MOŽNI NEODVISNI PROGNOSTIČNI DEJAVNIK 
             PRI MALIGNEM MEZOTELIOMU 
Tumorske celice lahko izražajo AQP1 ali pa tudi ne. Raziskavi dveh neodvisnih kohort bolnikov z 
MM sta pokazali, da je višji nivo izražanja AQP1 v tumorskih celicah, ne pa tudi v žilnih celicah, 
neodvisni prognostični dejavnik za daljši čas preživetja. V prvi kohorti so bili bolniki zdravljeni z 
ekstraplevralno pnevmonektomijo (EPP), v drugi kohorti pa konzervativno (ne-operativno). 
Primerjali so preživetje bolnikov z MM, pri katerih je v tumorskem tkivu ≥ 50 % celic izražalo AQP1 
in bolnike, pri katerih je ≤ 50 % tumorskih celic izražalo AQP1. Izražanje AQP1 so določili z 
imunohistokemijsko metodo. Ugotovili so, da se je čas celokupnega preživetja (OS) pri višji stopnji 
izražanja AQP1 v prvi kohorti bolnikov z EPP podaljšal iz 9,4 na 30,4 mesece, v drugi kohorti s 
konzervativnim zdravljenjem pa iz 5 na 15 mesecev. Izražanje AQP1 je bilo signifikantno povezano 
s prognozo MM, na to povezavo pa niso vplivali histološki podtip MM, stadij MM, spol ali starost 
v času diagnoze [36]. 
V nedavni raziskavi so želeli ugotoviti, ali  višji nivoji izražanja AQP1 napovedujejo daljše preživetje 
pri bolnikih z MM. Vključili so 69 % bolnikov z epiteloidnim podtipom, ki so imeli tumorske celice, 
ki so v ≥ 50 % izražale AQP1. Pri bifaznem podtipu MM je bilo takih bolnikov samo 17 %, pri 
sarkomatoidnem pa le 8 %. Skladno s pričakovanji sta bila sarkomatoidni in bifazni podtip 
signifikantno povezana s krajšimi preživetji. V tej raziskavi je bilo izražanje AQP1 signifikantno 
povezano s histološkimi podtipi MM. Menijo, da se nivo diferenciacije zmanjšuje od 
epiteloidnega prek bifaznega do sarkomatoidnega podtipa. Izguba izražanja AQP1 je morda 
kazalec nadaljnje dediferenciacije v tumorju [14]. 
Akvaporin 1 se izraža na apikalni strani normalne mezotelijske celice. Večje število tumorskih 
celic, ki izražajo AQP1, je lahko povezano z bolje diferenciranimi tumorji, kar lahko razloži boljše 
preživetje. Pogosto je bilo prisotno obsežno izražanje AQP1, ki je bilo povezano z velikostjo 
plevralnega izliva [36]. MM značilno raste z neposrednim razširjanjem vzdolž površine plevre, na 
kateri tvori vozle. Menijo, da je to sorodno drsnemu gibanju tumorskih celic. AQP1 olajša gibanje 
tako endotelijskih celic kot celic nekaterih tumorjev [147─150]. Inhibicija takšnega gibanja oz. 
rasti tumorja lahko izboljša preživetje bolnikov z MM [12].                                         
Obsežnejše izražanje AQP1 je bilo povezano z večjo proliferacijo MM. V raziskavi in vitro so 
preučevali celice H226 (celice človeškega pljučnega karcinoma) in primarne celice MM (dobljene 
iz plevralnega izliva), pri katerih jih je ≥ 20 % izražalo AQP1, zato spadajo med celice z obsežnim 
izražanjem AQP1. V prisotnosti inhibitorja AQP1 AqB050 je prišlo do različnega zmanjšanja 
proliferacije tumorskih celic v odvisnosti od odmerka inhibitorja. V primeru tumorskih celic z 
izražanjem AQP1 v < 20 % pa delovanje inhibitorja AqB050 ni zmanjšalo proliferacije tumorskih 
celic, ne glede na uporabljeno koncentracijo AqB050. Želeli so izključiti nespecifični učinek 
AqB050 in potrditi, da je zmanjšanje proliferacije AQP1 posledica delovanja AqB050 na AQP1. 
Zato so v drugem delu uporabili siRNA, ki je prav tako zmanjšala proliferacijo tumorskih celic. 
Specifičnost siRNA AQP1 so potrdili z manjšim izražanjem mRNA AQP1 in nastalim proteinom 
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AQP1. Inhibitor AqB050 je povzročil tudi zmanjšano celično gibljivost in rast v odvisnosti od 
odmerka [12].  
V poskusu in vivo s subkutanim ksenograftom tumorja MM pri miših pa povezave med 
inhibitorjem AqB050 ter proliferacijo, gibljivostjo in rastjo niso potrdili [12]. Predpostavili so, da 
ohranjeno izražanje pri MM kaže na bolj diferenciran fenotip tumorja, z nekaj ohranjenega 
izražanja površinskih proteinov, ki bi se lahko izkoristili za terapijo [12].  
Poudarimo pa naj, da nobena od dosedanjih raziskav, ki so proučevale in dokazale vpliv AQP1 na 
preživetje bolnikov z MM, ni preučevala vpliva genetskih polimorfizmov AQP1 na preživetje MM. 
 
1.2.6. GENETSKA VARIABILNOST AQP1 
Ker so dosedanje raziskave pokazale, da izražanje AQP1 lahko napoveduje potek bolezni, bi AQP1 
lahko bil uporaben tudi kot tumorski označevalec [12], kar še posebej velja za genetske 
polimorfizme AQP1, vpliv katerih, po našem vedenju, pri MM še ni bil raziskovan. Iz dostopne 
literature je razvidno, da izbranih polimorfizmov še niso preučevali v povezavi s tveganjem za 
MM ali za druge rake, niti z odgovorom na zdravljenje s cisplatinom, preživetjem ali stranskimi 
učinki zdravljenja.  
Gen AQP1 se nahaja na kromosomu 7 v regiji p14 [151]. Razteza se prek 17 kilo baznih parov in 
vsebuje štiri eksone in tri introne [88]. Gen AQP1 je visoko polimorfen, saj je v njem poznanih več 
kot 150 variacij DNA [152].  
AQP1 rs28362731 G>A lahko vpliva na vezavo regulatornih dejavnikov za izrezovanje introna in v 
proteinu AQP1 na mestu 165 spremeni aminokislino Gly v Asp [153].  
Nedavne objave raziskav kažejo na povezavo med AQP1 rs1049305 G>C in kardiorespiratorno 
vzdržljivostno (cardiorespiratory endurance; CE) zmogljivostjo pri hispanskih maratonskih tekačih 
ženskega in moškega spola. Ugotovili so, da je bil alel C statistično značilno pogostejši pri hitrih 
tekačih kot pri počasnejših, pri čemer med spoloma ni bilo razlike [154]. Pomembno je poudariti, 
da se AQP1 rs1049305 nahaja v 3'-neprevedeni regiji (3'-untranslated region; 3'UTR) gena. Pri 
transkripciji tega gena nastane mRNA, ki ima v svoji strukturi 3'UTR, ta del pa je povezan z 
uravnavanjem izražanja AQP1 [155]. Geni, ki so uravnavani preko zaporedja 3'UTR, v splošnem 
kodirajo za regulatorne proteine, in njihovo nepravilno izražanje ima pri človeku lahko resne 
učinke [156].  
Raziskava in vitro je pokazala, da je bilo zmanjšano izražanje AQP1 povezano s prisotnostjo alela 
rs1049305 G. Zaključili so, da rs1049305 v 3'UTR v interakciji z miRNA-i lahko vpliva na mRNA pri 
translaciji in s tem na nivoje nastalega proteina AQP1. Razložili so, da bi takšno zmanjšanje v 
izražanju AQP1 lahko pripisali povečanju vezavne afinitete prekurzorja miRNA-129 na na njegovo 
vezavno mesto, ki je dva bazna para stran od položaja rs1049305 [157]. 
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Pri človeku je drugi vir trditev, ki podpira hipotezo o povezavi med AQP1 rs1049305 in CE podal 
Rivera s sodelavci. V raziskavi, kjer so sodelovali tekači na 10 km, so ugotovili, da so bili nosilci 
alela C z genotipom GC ali genotipom CC, v poprečju za 13,4 % hitrejši kot homozigoti GG. Med 
nosilci alela C in tistimi brez alela C ni bilo razlik v predhodni vadbi [158]. Obe raziskavi nakazujeta, 
da imajo posamezniki z genotipoma AQP1 rs1049305 CC in AQP1 rs1049305 GC večjo 
vzdržljivostno zmogljivost pri teku [154, 158].  
Tretji vir dokazov, ki potrjuje možno vlogo genotipov AQP1 pri CE pri človeku, je priskrbel 
Saunders s sodelavci. Polimorfizem AQP1 rs1049305 so raziskovali pri južnoafriških belcih 
moškega spola, ki so uspešno opravili južnoafriške triatlone Ironman leta 2000, 2001 in 2006. 
Rezultati so bili skladni s predhodnima raziskavama [154, 158], saj je bil  alel C  povezan s 
trajanjem maratonskega teka, enem od treh delov triatlona, v vseh treh letih preiskovanih 
triatlonov Ironman. Nosilci AQP1 rs1049305 CC in GC so bili hitrejši od tistih z genotipom GG 
[159]. Avtorji vseh treh raziskav [154, 158, 159] poudarjajo, da njihovi izsledki niso napovedniki 
zdržljivostne zmogljivosti, ampak dokaz, da alel C doprinaša k fiziološkemu stanju, ki je ugodno 
za vadbo in za zdržljivostno zmogljivost pri teku na dolge razdalje [159].   
Kenijski in etiopski tekači so prevladovali na olimpijskem teku na srednje in dolge proge od leta 
1968 v Mexico Cityju [160]. Porazdelitev alela C v različnih populacijah bi lahko delno razložila ta 
izjemni pojav. Poročilo Nacionalnega središča za biotehnološke informacije (National Center for 
Biotechnology Information; NCBI) je pokazalo majhne razlike v pogostosti alela C med Evropejci 
(30 %), Azijci (38 %) in belci (42 %), a presenetljivo razširjenost alela C med afriškimi Američani 
(86 %) in prebivalci podsaharske Afrike (98 %) [161]. Poročali so, da je bila razširjenost alela C pri 
hispanskih hitrih tekačih 36 % (ki so bili v raziskavi primeri) in 30 % pri počasnejših tekačih (ki so 
bili v raziskavi kontrole) [154].  
V tej smeri sta Rivera s sodelavci [158] in Saunders s sodelavci [159] preučevala izgubo telesne 
tekočine kot spremembo telesne mase v povezavi z AQP1 rs1049305 med vzdržljivostnim tekom. 
Ugotovili so, da so imeli med 10 km tekom nosilci alela C večjo izgubo telesne tekočine [158]. 
Ugotovili so, da je večja izguba telesne tekočine povezana z zmogljivostjo za hitrejši tek. Triatleti 
na vseh treh omenjenih triatlonih, ki so izgubili največ telesne mase med tekom, so bili hitrejši 
od tistih, ki so izgubili manj telesne mase [159].   
Izsledki raziskav kažejo, da AQP1 rs1049305 alel C zagotavlja izboljšanje homeostatskih 
mehanizmov. Zdi se, da alel C omogoča večjo izgubo in večji vnos tekočine pri hitrejših tekačih v 
primerjavi s počasnejšimi. Morda bi alel C in kanalček AQP1 lahko olajšala intenzivnejšo vadbo, 
hitrejše okrevanje in izboljšano regulacijo telesne temperature [100].  
V raziskavi so ugotovili, da je bil pri bolnikih s cirozo jeter genotip CC povezan z nižjo serumsko 
koncentracijo natrija in nižjo serumsko osmolarnostjo v primerjavi z bolniki z genotipom CG ali 
GG  [157]. Saunders s sodelavci je predpostavil, da zmanjšanje izražanja AQP1 pri nosilcih alela G 
lahko upočasni odgovor na spremembe v ozmotskem gradientu tekom vadbe [159]. To idejo so 
utemeljili z opažanjem, da je serumska osmolarnost tekom vadbe fiziološko zaščitena [162].  
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Večja aktivnost AQP1 v eritrocitih pri nosilcih AQP1 rs1049305 C omogoča večjo porazdelitev 
tekočin po telesu in hkrati spodbuja celično homeostazo in prenos CO2. AQP1 so podcenjene 
strukture, ki pa igrajo življenjsko pomembno vlogo pri celični homeostazi v mirovanju in med CE 
vadbo pri teku [100].   
AQP1 rs1476597 G>C (-783G/C) vodi do transkripcijske aktivacije promotorja AQP1 in 
povečanega izražanja mRNA AQP1 pri nosilcih alela C, nosilci GG in GC pa so bili povezani z boljšim 
preživetjem bolnikov z multiformnim glioblastomom [120]. Ostala dva SNP-ja AQP1 so preučevali 
pri različnih stanjih, vendar ne pri raku. 
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2. NAMEN DELA IN HIPOTEZE  
Dosedanji rezultati kažejo, da je protein AQP1 možen tumorski označevalec pri MM. Namen naše 
raziskave je bil ugotoviti ali genetski polimorfizmi AQP1 vplivajo na tveganje za nastanek MM in 
na odgovor na zdravljenje, ki temelji na cisplatinu.      
V raziskavi smo preverili tri hipoteze: 
  izbrani polimorfizmi v genu za akvaporin 1 vplivajo na tveganje za nastanek MM; 
  izbrani polimorfizmi v genu za akvaporin 1 vplivajo na pojav stranskih učinkov pri   
 zdravljenju s cisplatinom;  
  izbrani polimorfizmi v genu za akvaporin 1 vplivajo na napredovanje bolezni in   
celokupno preživetje.  
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3. METODE  
3.1. DEFINICIJA KOHORTE IN PREISKOVANCI  
V raziskavo primerov s kontrolami smo vključili 231 bolnikov z MM plevre ali peritoneja, 
zdravljenih na Onkološkem inštitutu Ljubljana od leta 2007 do 2016, in 316 kontrolnih 
preiskovancev, to je zdravih krvodajalcev na Zavodu za transfuzijsko medicino v Ljubljani, 
starejših od 40 let. Za ugotavljanje tveganja za nastanek MM smo izvedli raziskavo primerov s 
kontrolami, kjer so bili primeri bolniki z MM, kontrole pa krvodajalci. Vpliv polimorfizmov gena 
AQP1 na učinkovitost in stranske učinke pri zdravljenju s cisplatinom pa smo preverjali pri 194 
bolnikih z MM.  
 
3.2.  KLINIČNA ZASNOVA       
Demografske in klinične podatke (starost, spol, kajenje, morebitne druge bolezni) pri bolnikih z 
MM smo pridobili iz zdravstvene dokumentacije Onkološkega inštituta (OI) Ljubljana.  
Podatke o izpostavljenosti bolnikov azbestu smo dobili iz vprašalnika, uporabljenega na 
Onkološkem inštitutu in Kliničnem inštitutu za medicino dela, prometa in športa (KIMDPŠ) v 
Ljubljani. 
Diagnoza MM je bila postavljena na podlagi torakoskopije ali videotorakoskopske kirurgije pri 
bolnikih s plevralnim MM oziroma po laparoskopiji ali laparotomiji pri bolnikih s peritonealnim 
MM. Diagnozo je histopatološko potrdil izkušen patolog [63].  
Stadije raka ter stopnje zmogljivosti po smernicah Vzhodne kooperativne onkološke skupine 
(Eastern Cooperative Oncology Group; ECOG) smo opredelili, ko smo bolnikom odvzeli vzorec 
krvi za raziskavo. Tabela 1 prikazuje klasifikacijo MPM po sistemu TNM (tumor (T)-nodes (N)-
metastasis (M); tumor-regionalne bezgavke-oddaljeni zasevki). Ta klasifikacija je uporabljena v 
Tabeli 2, kjer je MPM razporejen v stadije od I─IV, pri čemer se stadij I deli na stadija IA, kjer 
visceralna plevra ni zajeta in stadij IB, kjer je visceralna plevra že zajeta.  
Za oceno učinkovitosti zdravljenja smo uporabili naslednje klinične kazalce: odgovor na 
zdravljenje v skladu z modificiranimi mednarodnimi kriteriji za ocenjevanje odgovora na 
zdravljenje pri solidnih tumorjih (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors; RECIST) [163, 
164], preživetje brez napredovanja bolezni in celokupno preživetje. Odgovor na kemoterapijo 
(response rate; RR) smo ocenili kot dober, če je šlo za  delni odgovor (partial response; PR) ali pa 
popoln odgovor (complete response; CR), slab odgovor pa, če je bila bolezen nespremenjena 
(stable disease; SD) ali pa napredujoča (progression disease; PD). Preživetje brez napredovanja 
bolezni (progress free survival; PFS) je bilo opredeljeno kot čas od pričetka zdravljenja do 
napredovanja bolezni. Celokupno preživetje (overall survival; OS) je bilo opredeljeno kot čas od 
pričetka zdravljenja do zadnje kontrole (po telefonu ali v ambulanti) ali smrti iz kateregakoli 
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razloga. Spremljanje bolnikov (follow-up) smo računali od pričetka kemoterapije po reverzni 
metodi Kaplan-Meierja. 
Toksičnost zdravljenja smo ocenili skladno s kriteriji splošnih terminoloških meril za neželene 
dogodke Nacionalnega inštituta za raka (National Cancer Institute Common Terminology Criteria 
for Adverse Events, version 4.0; NCI CTCAE) [165].  
 
 
            TABELA 1: Klasifikacija malignega plevralnega mezotelioma po sistemu TNM [31, 166]          
Oznaka 
razširjenosti   
MPM 
 
Razširjenost MPM 
T1 Tumor zajema ipsilateralno parietalno plevro, z ali brez osrednje 
vključenosti visceralne plevre 
                           
T1a 
Visceralna plevra ni zajeta 
                       
T1b 
Visceralna plevra je zajeta 
 
T2 
Tumor konflurirajoče zajema visceralno plevro ali diafragmo, 
pljuča, vključno s fisuro 
 
T3 
Tumor zajema tudi endotorakalno fascijo ali diafragmo, 
mediastinalno maščevje, fokalno prsno steno ali perikard, ki ga 
ne prerašča 
 
T4 
Tumor zajema kontralateralno plevro ali peritonej, rebra, 
ekstenzivno prsno steno ali mediastinum, prerašča perikard, 
vrašča v miokard, brahialni pletež, hrbtenico, povzroča maligni 
perikardialni izliv 
N0 Ni zasevkov v regionalnih bezgavkah 
N1 Zasevki v ipsilateralnih bronhopulmonalnih ali hilarnih bezgavkah 
N2 Zasevki v subkarinarnih ali ipsilateralnih mediastinalnih 
bezgavkah 
N3 Zasevki v supraklavikularnih, skaleni ali kontralateralnih 
mediastinalnih in hilarnih bezgavkah 
M0 Ni oddaljenih zasevkov 
M1 Oddaljeni zasevki 
             MPM (maligni plevralni mezoteliom); TNM (tumor-nodes-metastasis; tumor-regionalne 
             bezgavke-oddaljeni zasevki). 
 
23 
 
 
 
                                   TABELA 2: Stadiji malignega plevralnega mezotelioma glede na  
                                   klasifikacijo po sistemu TNM [31, 166] 
Stadij MPM Stopnja T Stopnja N Stopnja M 
Stadij I A T1a N0 M0 
Stadij I B T1b N0 M0 
Stadij II T2 N0 M0 
 
Stadij III 
T1, T2 N1 M0 
T1, T2 N2 M0 
T3 N0, N1, N2 M0 
 
Stadij IV 
T4 Katerikoli N M0 
Katerikoli T N3 M0 
Katerikoli T Katerikoli N M1 
                                  MPM (maligni plevralni mezoteliom);  
                                  TNM (tumor-node-metastasis; 
                                  tumor-regionalne bezgavke-oddaljeni zasevki). 
 
                    
Tabela 3 prikazuje 6 stopenj zmogljivosti ECOG pri bolnikih z MM.   
 
TABELA 3: Stopnje zmogljivosti ECOG [167]     
  ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group; Vzhodna kooperativna onkološka skupina). 
 
 
Stopnja Zmogljivost ECOG 
0 Popolnoma aktiven, enako zmogljiv kot pred boleznijo, brez omejitev. 
 
1 
Omejen v fizično napornih aktivnostih, sposoben pa opravljati lažje ali sedeče 
delo, npr. lažja hišna opravila, pisarniška dela. 
 
2 
Ambulantno oskrbljen, sposoben samooskrbe, vendar nezmožen za kakršnokoli 
delo. Pokonci več kot 50 % budnih ur. 
 
3 
Sposoben le omejene samooskrbe, omejen na posteljo ali stol več kot 50 % 
budnih ur. 
 
4 
Popolnoma nezmožen. Nezmožen samooskrbe. Povsem omejen na posteljo ali 
stol. 
5 Smrt. 
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3.3. MOLEKULARNO GENETSKE RAZISKAVE  
Tri izbrane polimorfizme AQP1 (rs28362731, rs1049305 in rs1476597) smo določali s 
kompetitivno alelno specifičnim PCR v realnem času (KASPar) s komercialno dostopnimi testi 
KASPar (LGC Group). Raziskavo smo izvedli z uporabo naprav SNP line (LGC, Herts, Velika 
Britanija), ki vključuje tri naprave. Na Meridianu je poteklo pipetiranje reakcijske zmesi, ki je 
vsebovala dva smerna in en protismerni neoznačeni začetnik ter dve sondi, označeni s 
fluorescentnim barvilom FAM ali HEX. Na Hydrocycler-HC4 smo izvedli pomnoževanje DNA s 
polimerazno verižno reakcijo ter s pomočjo aparata FLUOstar Omega odčitali rezultate 
fluorescence in izvedli analizo alelne diskriminacije, kar pomeni, da smo za vsak vzorec in kontrolo 
odčitali genotipe pri  vsakem od treh preiskovanih polimorfizmov. 
Za ugotavljanje tveganja za nastanek MM smo izvedli raziskavo primerov s kontrolami, kjer so bili 
primeri 231 bolnikov z MM, kontrole pa krvodajalci. Vpliv polimorfizmov gena AQP1 na 
učinkovitost in stranske učinke pri zdravljenju s cisplatinom pa smo preverjali pri 194 bolnikih z 
MM.  
 
3.3.1. IZOLACIJA DNA IZ KRVI   
Večina vzorcev DNA je bila že izolirana iz vzorcev periferne venske krvi bolnikov in kontrol tekom 
predhodnih raziskav [67, 168─171]. Nekaj vzorcev DNA (26) pa smo iz periferne venske krvi 
bolnikov z MM izolirali še tekom naše raziskave s komercialno dostopnimi kompleti reagentov 
(QIAamp DNA Mini Kit in Flexigene DNA Kit (Qiagen, Hilden, Nemčija)). 
Princip 
Za molekularno genetsko diagnostiko v medicini najpogosteje uporabljamo genomsko DNA, 
izolirano iz periferne venske krvi. Pri izolaciji nativne DNA iz periferne venske krvi najprej 
odstranimo eritrocite in krvno plazmo, levkocite pa liziramo s primernim pufrom. Med nadaljnjim 
postopkom moramo preprečiti razgradnjo DNA, zato je v raztopinah prisotna vsaj 1mM EDTA ali 
ustrezna druga spojina, ki tvori z ioni Mg2+ kelatne komplekse in s tem posredno inhibira 
delovanje znotrajceličnih DNaz in ribonukleaz (RNaz). DNA je v jedru celic povezana s proteini, 
prisotne pa so tudi druge visokopolimerne molekule, ki jih moramo odstraniti. Proteine 
denaturiramo z raztopino detergenta in delno razgradimo s proteinazo, nato pa oborimo z visoko 
koncentracijo NaCl. V raztopini z visoko ionsko jakostjo oborimo DNA z dodatkom absolutnega 
izopropanola. DNA raztopimo v pufru, ki vsebuje nižjo koncentracijo EDTA. S tem pri nadaljnjih 
encimskih reakcijah preprečimo preveliko znižanje koncentracije Mg2+.  
Reagenti in pribor 
Vzorci krvi; set reagentov Flexigen (proizvajalec QIAGEN, Hilden, Nemčija), ki je vseboval pufer 
FG1 (pufer za lizo), FG2 (pufer za denaturacijo proteinov), proteazo QIAGEN in pufer FG3 (pufer 
za raztapljanje DNA); absolutni izopropanol; 70 % etanol. Uporabili smo centrifugirke (15 ml), 
mikrocentrifugirke (1,5 ml), centrifugo, namizni vibracijski mešalnik (vorteks), vodno kopel in  
avtomatske pipete s sterilnimi nastavki.  
25 
 
Postopek 
Za vsak vzorec smo v 15 ml centrifugirko odpipetirali 7,5 ml pufra FG1 in 3 ml vzorca krvi. Nato 
smo raztopini dobro premešali, in sicer tako, da smo centrifugirko najprej petkrat obrnili, nato pa 
še nekaj sekund mešali na vibracijskem mešalniku. Vzorec smo nato centrifugirali 6 min pri 2000 
obratih na minuto. Supernatant smo previdno odlili. Obrnjeno centrifugirko smo za 2 min 
previdno položili na papirnato brisačo, da je z robov in sten odtekel še preostanek supernatanta 
in da se je usedlina osušila. Pri tem smo pazili, da usedlina ni spolzela iz centrifugirke. Usedlino 
smo nato sprali, tako da smo jo najprej resuspendirali v 6 ml vode, ponovno centrifugirali 6 min 
pri  2000 obratih na minuto in odlili  supernatant. Spiranje usedline smo ponavljali (do 4-krat), 
dokler ni bila več hemoragična.  
Za denaturacijo in odstranjevanje proteinov smo najprej pripravili zmes proteinaze  (QIAGEN) in 
pufra FG2. Za 3 ml vzorca krvi smo vzeli 1,5 ml pufra FG2 in 15 μl proteinaze QIAGEN. Zmes smo 
dodali vzorcu in takoj premešali na vibracijskem mešalniku, da se je usedlina popolnoma 
raztopila. Običajno so zadostovali 4 pulzi po 5 s mešanja na vibracijskem mešalniku. Če se 
usedlina še ni popolnoma raztopila, smo dodali še 300 μl pufra FG2 in ponovno premešali na 
vibracijskem mešalniku. 
Vzorce smo inkubirali 10 min v vodni kopeli. Med inkubacijo je sprememba barve vzorca iz rdeče 
v olivno zeleno pokazala, da je potekla razgradnja proteinov. Vzorcu smo dodali 1,5 ml 
izopropanola (100 %) in mešali z obračanjem toliko časa, da je postala vidna belkasta oborina 
DNA.  
Vzorce smo ponovno centrifugirali 5 min pri 2000 obratih na minuto. Supernatant smo odlili in 
centrifugirko previdno poveznili na papirnato brisačo, da je z robov in sten centrifugirke odtekel 
še preostanek izopropanola. Osušeno usedlino DNA smo sprali tako, da smo ji dodali 1,5 ml 70 % 
etanola, previdno premešali na vibracijskem mešalniku (5 s) in ponovno centrifugirali 6 min pri  
2000 obratih na minuto. Supernatant smo previdno odlili in usedlino DNA  sušili  na zraku 20 min.    
Oborjeni DNA smo nato dodali 300 μl pufra FG3. Vzorec smo 5 s mešali na vibracijskem mešalniku 
in inkubirali 1 uro v vodni kopeli  pri 65 °C, da se je DNA raztopila. Če se v tem času DNA še ni 
povsem raztopila, smo vzorec pustili čez noč pri sobni temperaturi.   
 
3.3.2. DOLOČANJE KONCENTRACIJE DNA 
Princip 
Spektrofotometrija je kvantitativna metoda, ki temelji na prepustnosti preiskovanih snovi za 
svetlobo različnih valovnih dolžin. Meritev v spektrofotometru poteka tako, da raztopino snovi 
presvetlimo s snopom svetlobe in merimo količino prepuščene svetlobe. Če poznamo absorbcijski 
maksimum za določeno snov, lahko iz podatkov o absorbanci izračunamo koncentracijo 
opazovane snovi v raztopini. Absorbanca je premosorazmerna koncentraciji snovi.  
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Absorbcijski maksimum za DNA je pri λ=260 nm, za proteine pa pri λ=280 nm. Čistost vzorcev 
DNA smo lahko določili z merjenjem absorbance pri obeh λ. Kadar je razmerje med 
absorbancama  pri 260 nm in 280 nm približno 1,8 ±0,2, je vzorec DNA dobro očiščen proteinov. 
Pri izračunu koncentracije DNA smo upoštevali, da absorbanca A260 =1 dvoverižne DNA odgovarja 
koncentraciji 50 μg/ml.   
Reagenti in pribor 
Vzorci izolirane DNA. 
Spektrofotometer Synergy 2 (Biotek Instruments, Inc., ZDA), ploščica Micro-Volume Plate (Biotek 
Instruments, Inc.), programska oprema Gen5 Data Analysis Software (Biotek Instruments, Inc.).  
Postopek 
Koncentracije DNA smo določili s spektrofotometrom Synergy 2. Prednost tega spektrofotometra 
je, da omogoča sočasno meritev koncentracije 16 vzorcev na ploščici Micro-Volume Plate in da 
za posamezno meritev zadošča že 2 μl vzorca. Spektrofotometer omogoča tudi merjenje 
absorbance v širokem območju koncentracij, zato vzorca DNA ni bilo potrebno predhodno redčiti, 
kar je poenostavilo delo z večjim številom vzorcev. Po 2 μl vzorca smo prenesli na merilno ploščico 
in na zadnje mesto nanesli vodo. Ploščico smo vstavili v spektrofotometer in s programsko 
opremo Gen5 Data Analysis Software odčitali abrorbance in koncentracijo DNA. 
 
3.3.3.  IZBOR POLIMORFIZMOV AQP1  
V naši raziskavi smo preučevali tri SNP AQP1, ki se nahaja na kromosomu 7 v regiji p14. Na podlagi 
bioinformacijske analize smo izbrali tri SNP: AQP1 rs28362731 G>A, AQP1 rs1049305 G>C in AQP1 
rs1476597 G>C. Za AQP1 iz Slike 12 vidimo, da v genu ni veliko pogostih polimorfizmov, prav tako 
med sabo niso povezani oz. niso v vezavnem neravnovesju. Zato smo za preučevanje izbrali 
potencialno funkcionalne SNP. AQP1 rs28362731 G>A lahko vpliva na vezavo regulatornih 
dejavnikov za izrezovanje introna in v proteinu na mestu 165 spremeni aminokislino Gly v Asp 
[153]. AQP1 rs1049305 G>C je SNP v 3‘-neprevedeni regiji [159] in lahko vpliva na vezavo miRNA, 
ki inhibira prevajanje mRNA, in posledično njeno translacijo v protein AQP1. AQP1 rs1476597 G>C 
(-783G/C) je SNP v 5‘-regulatorni regiji [172] in lahko vpliva na vezavo transkripcijskih faktorjev. 
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SLIKA 12: Funkcionalni SNP-ji AQP1. CEU, Central Europe: osrednja Evropa (podatki o frekvenci 
alela za populacijo srednjeevropskega porekla); LD, linkage disequilibrium: vezavno neravnovesje; 
bp: bazni par; MAF: frekvenca redkejšega alela; nsSNP, non-synonymous SNP: nesinonimen SNP 
(SNP, ki privede do spremembe aminokisline)  [173]. 
 
3.3.4. GENOTIPIZACIJA POLIMORFIZMOV AQP1 
Za določanje genotipov naših vzorcev smo uporabili metodo KASPar.  
 
3.3.4.1. Kompetitivni alelno specifični PCR (KASPar)  
Princip  
PCR je sinteza DNA s termostabilno polimerazo DNA, pri kateri v natančno uravnavanih 
termostatih v reakcijski zmesi pomnožimo izbrane odseke DNA v več milijonov kopij. Taq 
polimerazo DNA so izolirali iz termofilne bakterije Thermus aquaticus. Encim katalizira sintezo 
DNA v smeri 5΄  3΄, nima poznane 3΄  5΄ eksonukleazne aktivnosti (proofreading), ima pa 5΄  
3΄ eksonukleazno aktivnost.   
Na Sliki 13 je shematsko prikazan potek reakcije KASPar, ki temelji na alelno specifičnem 
kvantitativnem PCR. To je novejša različica PCR, kjer fluorescenčni označevalci zaradi prenosa 
resonančne fluorescenčne energije (Fluorescent Resonant Energy Transfer; FRET) omogočajo 
določanje specifičnosti in/ali količine nastalega produkta. To omogoča hitro pomnoževanje, 
detekcija produkta pa poteka po končanem pomnoževanju.   
Pri tej reakciji uporabljamo Taq polimerazo DNA. Potrebujemo tudi vse štiri deoksiribonukleozid 
trifosfate (dNTP) in pufer z optimalno koncentracijo Mg2+. Razlika pa je v začetnih 
oligonukleotidih in sondah. Za vsako tarčno zaporedje je potrebno načrtovati specifična 
oligonukleotidna začetnika (smerni in protismerni) in sondo. Za vsak polimorfizem potrebujemo 
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dva smerna in en protismerni neoznačeni oligonukleotidni začetnik in dve sondi. Posamezni 
smerni začetni oligonukleotid in sonda sta specifična za en sam alel. Sonda je oligonukleotid, ki 
je na 5’ koncu označen s poročevalnim (R) fluorescentnim barvilom FAM (sonda z zaporedjem 
komplementarnim prvemu alelu) ali HEX (sonda z zaporedjem komplementarnim drugemu 
alelu).  
Na 3’ koncu sta sondi označeni z dušilcem (quencher; Q), ki je lahko barvilo ali pa nefluorescentni 
dušilec. R je molekula z visoko energijo, Q pa z nizko energijo. Dokler je sonda še prosta v raztopini 
in še ni vezana na smerni oligonukletidni začetnik, ki se veže na alel, in vzbujena s svetlobnim 
virom, je sevanje R zaradi bližine Q zavrto. Dušilec Q namreč absorbira  signal poročevalnega 
barvila R. 
 
                                         SLIKA 13: Potek reakcije KASPar [prirejeno po 174]. 
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Med reakcijo PCR polimeraza DNA podaljšuje neoznačene oligonukleotidne začetnike v smeri 
5΄→3΄koncu. Ker se podaljšuje samo tisti smerni oligonukleotid, ki je popolnoma 
komplementaren tarčnemu zaporedju DNA, govorimo o alelno specifičnem pomnoževanju. Tudi 
vsaka od sond naleže samo na produkt pomnoževanja z vezanim enim od smernih začetnikov, 
torej je tudi vezava sonde alelno specifična. Pride do ireverzibilnega porasta fluorescence R, s 
katerim je bila označena na produkt PCR vezana sonda. Fluorescenca R tako narašča sorazmerno 
z nastajanjem produkta PCR in jo lahko zaznamo in izmerimo z detektorji. Pri homozigotih za 
preiskovani polimorfizem zaznamo le fluorescenco enega barvila, pri heterozigotih pa 
fluorescenco obeh barvil. Prednost metode je, da detekcija poteka hkrati s pomnoževanjem in da 
reakcija poteka v zaprtem sistemu, kar zmanjša možnost kontaminacije s tujo DNA. Ker produkti 
pomnoževanja iz enega cikla postanejo tarčna nukleotidnega zaporedja naslednjega cikla, se po 
vsakem ciklu količina produktov PCR podvoji. Glavni produkti te eksponentne reakcije so 
dvoverižne DNA, katerih dolžine so določene z začetnimi oligonukleotidi. Končno število 
pomnoženih kopij izbranega odseka DNA je 2n , če je n število ciklov PCR.   
V analizah rezultatov, pridobljenih s PCR v realnem času, pozitivno reakcijo detektiramo s 
kopičenjem fluorescenčnega signala. Uporabimo metodo alelne diskriminacije, kjer ločimo 
homozigote, pri katerih je porasla fluorescenca barvila FAM, homozigote, pri katerih je porasla 
fluorescenca barvila HEX, ter heterozigote, ki imajo v alelih tako prvo kot tudi drugo zaporedje, 
zato je porasla fluorescenca obeh barvil (Slika 15). 
Tabela 4 prikazuje, katero barvilo (FAM ali HEX) se veže na odsek gena, ki smo ga pomnožili in v 
katerem je znani SNP od naših treh preiskovanih polimorfizmov AQP1 rs28362731, AQP1 
rs1049305 in AQP1 rs1476597. 
 
                        TABELA 4: Specifičnost sond za analizo KASPar 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Polimorfizem Označevalno 
barvilo 
SNP Alel 
AQP1 rs28362731 
p.Gly165Asp 
FAM G Normalen 
HEX A Polimorfen 
AQP1 rs1049305 
c.*578G>C 
FAM C Polimorfen  
HEX G Normalen 
AQP1 rs1476597 
c.-783G>C 
FAM G Normalen 
HEX C Polimorfen 
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3.3.4.2.  Pipetiranje reagentov na napravi Meridian 
Princip 
Naprava Meridian izračuna potreben volumen reakcijske zmesi in jo odpipetira na PCR ploščico z 
vzorci (Slika 14).  
 
Reagenti in pribor 
Vzorci izolirane DNA. Raztopini reagentov, ki smo ju potrebovali, sta bili encimska mešanica 
(Master Mix) in zmes sond in začetnikov (KASP assay). Master Mix je vseboval Taq polimerazo, 
vse štiri dNTP in pufer z ustrezno koncentracijo Mg2+. KASP assay pa je vseboval dva smerna in en 
protismerni začetne alelno specifične oligonukleotide in fuorescenčno označeni sondi. Kot 
negativno kontrolo smo nanesli vodo. Uporabili smo osemkanalno in digitalno pipeto.  
PCR ploščica s 384 vdolbinicami, naprava Meridian. 
Postopek 
Z osemkanalno pipeto smo odpipetirali po 2 μl vzorca v vdolbinice PCR ploščice. Nato smo 
ploščico centrifugirali 2 min pri 2000 obratih na minuto in sušili v sušilni komori približno 1 uro 
pri 50 °C, potem pa pri sobni temperaturi čez noč. V Meridian smo vnesli shemo odpipetiranih 
vzorcev na PCR ploščici in naprava nam je izračunala skupni potrebni volumen reagentov (VTOT). 
Iz tega smo izračunali potreben V mešanice Master mixa (VMM), ki je VTOT/2 in V Assaya (VAS), ki je 
VTOT/72 in V vode, ki je  bil VMM - VAs. VTOT = VMM + VAS + VH2O. Mešanico smo vlili v kadičko in vstavili 
v Meridian, ki jo je nato odpipetiral v posamezne luknjice PCR ploščice. Po končanem pipetiranju 
smo ploščico na napravi Kube zaprli tako, da smo jo zavarili s folijo in nato centrifugirali 2 min pri 
2000 obratih na minuto.  
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SLIKA 14: Določanje genotipov AQP1.  
 
 3.3.4.3.  Hydrocycler-HC4: pomnoževanje DNA s PCR  
Princip 
V napravi Hydrocycler-HC4 je potekala reakcija KASPar. 
 
Reagenti in pribor 
Hydrocycler-HC4 (LGC Genomics). 
 
Postopek 
Ploščico PCR smo vstavili v kaseto in dali v Hydrocycler za 1 uro.  
V napravi poteka pomnoževanje DNA po nastavljeni shemi, ki jo oblikujejo temperatura, časovni 
intervali in število ciklov (Slika 14).  
V 1. stopnji poteka en cikel začetne aktivacije Taq polimeraze DNA pri 94 °C 15 min (Tabela 5). V 
2. stopnji poteka 10 ciklov izmenične denaturacije DNA pri 94 °C 20 s ter prileganja začetnikov na 
DNA in podaljševanja DNA pri temperaturah med 61 in 55 °C 1 min. Denaturacija DNA pomeni, 
da se dvoverižne matrične DNA razprejo in dobimo enoverižne DNA. Tu reakcijsko zmes hitro 
ohladimo na temperaturo blizu temperature tališča začetnih nukleotidov, da se le-ti lahko 
priležejo na specifična komplementarna nukleotidna zaporedja DNA. Pri tem se po vsakem ciklu 
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oz. na vsako min T zniža za 0,6 °C. V 10 ciklih se T torej zniža za 6 °C. Tudi v 3. stopnji poteka 26 
ciklov izmenične denaturacije DNA pri 94 °C 20 s ter prileganja začetnikov in podaljševanja DNA 
pri T 55 °C 60 s.  
Kemijski postopek KASPTM  uporablja metodo PCR v dveh korakih, kjer sta faza prileganja in 
podaljševanja združeni v enem koraku. Temperatura, ki se uporablja v stopnji prileganja, določa 
specifičnost reakcije in torej zmožnost začetnikov, da se priležejo na matrico DNA. Protokol 
61─55 °C obsega začetek z visoko temperaturo prileganja in postopno zniževanje te temperature 
pri vsakem ciklu PCR. Višje temperature prileganja v zgodnjih ciklih procesa zagotavljajo, da se 
tvorijo samo zelo specifični bazni pari med DNA in začetnikom, torej je prvo zaporedje, ki se 
pomnoži, zelo verjetno tarčno zaporedje. Temperatura prileganja se postopoma znižuje, da se s 
tem poveča učinkovitost reakcije. Predeli, ki so bili izhodno pomnoženi tekom visoko specifičnih 
zgodnjih ciklov, bodo nadalje pomnoženi, in zato prevladali nad nespecifičnimi pomnoževanji, ki 
se lahko zgodijo pri nižjih temperaturah. Standardni termično-ciklični protokol KASPar ima 10 
ciklov v intervalu od 61 do 55 °C, kjer se T znižuje za 0,6 °C na cikel ter 26 ciklov PCR v dveh korakih 
pri nižji temperaturi prileganja 55 °C.  
 
              TABELA 5: Protokol reakcij KASPar 
 
Stopnja 
 
Postopek 
 
T 
 
Čas 
Število 
ciklov na 
stopnjo 
1 Aktivacija Taq polimeraze 
DNA 
94 °C 15 min 1 
 
 
2 
Denaturacija 94 °C 20 s  
 
10 Prileganje 
začetnikov/podaljševanje 
DNA 
61–55 °C; 
v vsakem ciklu se 
T zniža za 0,6 °C 
vsak cikel   
60 s 
 
 
3 
Denaturacija 94 °C 20 s  
 
26 Prileganje 
začetnikov/podaljševanje 
DNA 
 
55 °C 
vsak cikel 
60 s 
 
V nekaterih primerih se lahko pogoji reakcij KASPar spremenijo zaradi višjega ali nižjega deleža 
parov GC, kajti ti dve dušikovi bazi sta med sabo močneje povezani, ker tvorita tri vodikove vezi. 
Pri PCR nastane več kot 10 milijonov kopij tarčne DNA. Zato je izrednega pomena preprečevanje 
kontaminacije s tujimi DNA. Da zmanjšamo tveganje za kontaminacijo s tujo DNA, smo reakcijske 
zmesi pripravljali v posebni komori, ki je bila namenjena samo PCR. Vedno smo pripravili tudi vsaj 
eno kontrolno reakcijo, ki je namesto vzorca DNA vsebovala vodo.  
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3.3.4.4. FLUOstar Omega za odčitanje rezultatov 
Na napravi FLUOstar Omega (BMG LABTECH) je potekalo odčitanje rezultatov fluorescence in s 
tem rezultatov genotipizacije.  
3.3.4.5.  Alelna diskriminacija genotipov  
Določitev genotipa preiskovanega vzorca je potekala s programom za alelno diskriminacijo 7500 
System SDS Software (Applied Biosystems). Na Sliki 15 je tipičen prikaz ločevanja obeh 
homozigotov in heterozigota.  
 
yxdayxdayxdayxdayxdayxdayxdayxdayxda 
SLIKA 15: Značilni rezultat alelne diskriminacije po predhodnem pomnoževanju s 
kvantitativnim PCR. Na x osi je fluorescenca barvila FAM, na Y pa fluorescenca barvila HEX. Rdeči 
krog predstavlja homozigot XX, modri karo homozigot YY in zeleni trikotnik heterozigot XY. V 
legendi je kvadratek, ki je tukaj zakrit z drugimi znaki, in pomeni  vodo, x pa so vzorci, katerim na 
podlagi položaja v diagramu nismo mogli določiti genotipa.  
 
3.4. STATISTIČNA ANALIZA  
Z običajno deskriptivno statistiko smo opisali vsako spremenljivko posebej.     
S statistično analizo smo preverili frekvenčno razporeditev polimorfizmov pri bolnikih z MM v 
primerjavi s kontrolami. Frekvenco redkejšega tj. polimorfnega alela (minor allele frequency; 
MAF) smo izračunali s štetjem alelov in ga izrazili z deležem, tj. številom manj kot 1. Z izračunom 
Hardy-Weinbergovega ravnovesja (PHWE) smo v preiskovani populaciji preverili ali so frekvence 
alelov in razmerja genotipov v populaciji konstantna. Hardy-Weibergovo ravnovesje (Hardy-
Weinberg equilibrium; HWE) predvideva porazdelitve bialelnih genotipov v razmerju: AA : Aa : aa 
= p2 : 2pq : q2 = 1,  pri čemer je p + q = 1  (p je pričakovana frekvenca alela A, q je pričakovana 
frekvenca alela a). Skladnost frekvenc genotipov s Hardy-Weinbergovim ravnovesjem smo 
preverili z uporabo testa χ2. Pripadajoča vrednost PHWE pove, če je izračunana frekvenca v skladu 
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s pričakovano frekvenco. Če je PHWE < 0,05, pomeni, da razporeditev genotipov v preiskovanem 
vzorcu ni v HWE, se pravi, da ni naključna. Frekvence so v ravnovesju, če je PHWE > 0,05.  
Za oceno povezave med MM in posameznimi spremenljivkami smo najprej uporabili univariatno 
logistično regresijo. Za oceno učinka izbranih polimorfizmov AQP1 smo uporabili tako aditivni kot 
dominantni model. Sledilo je multivariatno statistično modeliranje ob upoštevanju izbranih 
polimorfizmov AQP1 in možnih motečih dejavnikov ali modifikatorjev učinka, kot so starost, spol 
in kajenje ter statistično značilnih kliničnih dejavnikov, kot so histološki tip MM, kajenje, izguba 
telesne mase, reaktivni protein C (CRP), izpostavljenost azbestu, stopnja zmogljivosti ECOG in 
bolečina ob diagnozi. Razmerja obetov (RO; odds ratio, OR) z ustreznimi 95 % intervali zaupanja 
(IZ; Confidence interval, CI) in vrednostmi P so bili izračunani z uporabo logistične regresije.  
Upoštevali smo različne prilagoditve na klinične dejavnike (adj), pri čemer so bili statistično 
značilni klinični dejavniki izbrani z uporabo multivariatne analize s postopno pogojno izbiro z 
vključevanjem spremenljivk med vsemi klinični dejavniki v času diagnoze. To se izvede tako, da 
statistični program na podlagi algoritmov sam pripravi ustrezen model, in sicer postopoma išče z 
izidom najbolj statistično značilno povezane spremenljivke (P < 0,05) in jih dodaja v model, dokler 
so statistično značilne (v prvem koraku spremenljivke z najnižjo vrednostjo P, v drugem doda še 
drugo najnižjo, itn.). Tako na koncu izpiše le tiste dejavnike, ki skupaj tvorijo najboljši model in 
tako tudi vemo, kateri dejavniki so statistično značilni. 
V analizi preživetja smo izračunali razmerje hazardov (RH; hazard ratio, HR), 95 % IZ in vrednost 
P s Coxovo regresijo, mediano preživetja pa s Kaplan-Meierjevo metodo.  
Za računanje interakcij med izbranima polimorfizmoma AQP1, ter med posameznim 
polimorfizmom AQP1 in kajenjem, smo uvedli modele logistične regresije z umetnimi 
spremenljivkami. Analiza interakcij je bila narejena kot je opisano v literaturi [175, 176]. 
Vse statistične analize smo izvedli z uporabo IBM SPSS Statistične verzije 21.0 (IBM Corporation, 
Armonk, NY, USA). Za mejo statistične značilnosti smo pri vseh statističnih testih določili vrednost 
P = 0,05. 
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4. REZULTATI  
Klinične značilnosti bolnikov z MM so prikazane v Tabeli 6. Pogostost preiskovanih polimorfizmov 
pri bolnikih z MM in zdravih kontrolah smo določali s frekvenčno razporeditvijo genotipov in z 
izračunom frekvence redkejšega alela. Preverili smo tudi ali preiskovani polimorfizmi vplivajo na 
tveganje za nastanek MM. Nadalje nas je zanimalo, ali polimorfizmi vplivajo na odgovor na 
terapijo s cisplatinom ter na preživetje. Nato smo preverili, ali polimorfizmi vplivajo na nastanek 
stranskih učinkov zaradi zdravljenja. Preverili smo tudi, ali obstajajo interakcije med 
preiskovanima polimorfizmoma in tveganjem za nastanek MM. Zadnja naloga pa je bila preveriti, 
ali interakcije med obema polimorfizmoma, enim polimorfizmom in kajenjem  ter drugim 
polimorfizmom in kajenjem, vplivajo na tveganje za pojav stranskih učinkov zdravljenja.  
 
4.1. KLINIČNE ZNAČILNOSTI BOLNIKOV IN KONTROL 
Med vsemi 231 bolniki, katerih mediana (25 %─75 %)starost je bila 66 (58─73) let, so moški 
predstavljali 73,6 %, ženske pa 26,4 % (Tabela 6). Prevladovali so II. (24,7 %), III. (29,9 %) in IV. 
(28,6 %) stadij (Tabela 6) plevralnega MM, peritonealni MM pa je bil prisoten pri 8,7 % bolnikih. 
Epitelioidni MM je bil prisoten pri 72,3 % bolnikov, bifazni (mešani) pri 11,3 %, sarkomatoidni pri 
10,4 %, pri 6,0 % bolnikov pa histološkega podtipa MM niso mogli določiti. Prevladovala je 1. 
stopnja zmogljivosti ECOG pri 48,1 % bolnikov in 2. stopnja pri 39,0 % (Tabela 6). Izpostavljenost 
azbestu je bila potrjena pri 73,8 % bolnikov. Med vsemi bolniki je bilo 46,7 % kadilcev. Mediana 
starost 194 bolnikov zdravljenih s terapijo, ki temelji na cisplatinu v kombinaciji z gemcitabinom 
(68,0 %) ali pa s pemetreksedom (32,0 %), je bila 65 (58─71,3) let. Med vsemi 231 bolniki je bilo 
4,5 % zdravljenih z drugo vrsto kemoterapije, 7,3 % bolnikov pa kemoterapije ni prejemalo.  
V molekularno-genetski del raziskave je bilo vključenih tudi 316 zdravih krvodajalcev, katerih 
mediana starost je bila 49 let. Med njimi je bilo 74,4 % moških. 
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       TABELA 6: Značilnosti vseh bolnikov z MM (N = 231) in bolnikov z MM  zdravljenih s    
       kemoterapijo, ki temelji na cisplatinu (N = 194) 
     
Vsi bolniki z MM 
Bolniki z MM zdravljeni 
s kemoterapijo, ki 
temelji na cisplatinu 
Značilnost  Vrsta značilnosti N (%) N (%) 
 
Spol 
Moški 170 (73,6) 146 (75,3) 
Ženski 61 (26,4) 48 (24,7) 
  
  
 
Stadij MM 
I 18 (7,8) 15 (7,7) 
II 57 (24,7) 48 (24,7) 
III 69 (29,9) 62 (32,0) 
IV 66 (28,6) 50 (25,8) 
Peritonealni MM 20 (8,7) 18 (9,3) 
Nedoločen  1 (0,4) 1 (0,5) 
  
 
Histološki 
podtip 
Epiteloidni 167 (72,3) 147 (75,8) 
Bifazni  26 (11,3) 21 (10,8) 
Sarkomatoidni  24 (10,4) 21 (10,8) 
Nedoločen  14 (6,0) 5 (2,6)  
  
 
Stopnja 
zmogljivosti 
ECOG 
0 15 (6,5) 15 (7,7) 
1 111 (48,1) 100 (51,5) 
2 90 (39,0) 76 (39,2) 
3 15 (6,5) 3 (1,5) 
 
Izpostavljenost 
azbestu 
Ne 59 (26,6)a 45 (23,3)c 
Da 166 (73,8) 148 (76,7) 
 
Kajenje 
Ne 120 (53,3)a 101(52,6)d 
Da  105 (46,7) 91(47,4) 
  
  
Vrsta 
kemoterapije 
Gemcitabin/cisplatin  132 (60,0)b 132 (68,0) 
Pemetreksed/cisplatin 62 (28,2) 62 (32,0) 
Brez kemoterapije   16 (7,3) - 
Druga vrsta  11 (4,5) - 
       Podatki manjkajo za: a 6 bolnikov, b 11 bolnikov, c 1 bolnika, d 2 bolnika. ECOG (Eastern   
       Cooperative Oncology Group; Vzhodna kooperativna onkološka skupina). 
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4.2. REZULTATI GENOTIPIZACIJE AQP1 
Pogostnost preiskovanih polimorfizmov pri bolnikih z MM in zdravih kontrolah smo določali s 
frekvenčno razporeditvijo genotipov in z izračunom frekvence redkejšega alela (minor allele 
frequency; MAF) in je prikazana v Tabeli 7. Porazdelitvi genotipov pri AQP1 rs28362731 in AQP1 
rs1049305 sta bili v skladu s HWE. Porazdelitev AQP1 rs1476597 pri bolnikih (PHWE < 0,001) in tudi 
pri zdravih kontrolah (PHWE < 0,001) ni bila v skladu s HWE, zato smo ta polimorfizem izključili iz 
nadaljnje statistične analize. Pri  AQP1 rs28362731 nismo našli nobenega nosilca genotipa AA.
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Porazdelitev genotipov 194 bolnikov, zdravljenih s cisplatinom v kombinaciji z gemcitabinom ali 
pemetreksedom, ki je prikazana v Tabeli 8, ni pokazala razlike v pogostnosti genotipov v 
primerjavi z vsemi 231 bolniki, med katerimi je imelo 11 bolnikov drugo kemoterapijo, 16 pa jih 
kemoterapije ni dobivalo.  
 
                            TABELA 8: Pogostnost genotipov AQP1 pri bolnikih z MM  
                            zdravljenih s cisplatinom v kombinaciji z gemcitabinom  
                            ali s pemetreksedom (N = 194) 
SNP Genotip N (%) MAF PHWE 
 
rs28362731 a 
GG 178 (93,2)  
0,034 
 
0,626 GA 13 (6,8) 
AA 0 
 
rs1049305 b 
GG 91 847,2)   
0,334 
 
0,078 GC 75 (38,9) 
CC 27 (14,0) 
 
rs1476597 
GG 130 (67,0)  
0,260 
 
< 0,001 GC 27 (13,9)  
CC 37 (19,1) 
                           Podatki manjkajo za: a 3 bolnike, b 1 bolnika. MAF (Minor allele  
                           frequency; frekvenca redkejšega alela); PHWE (P za 
                           Hardy-Weinbergovo ravnovesje). 
 
4.3. TVEGANJE ZA NASTANEK MALIGNEGA MEZOTELIOMA 
Tveganje za nastanek MM pri AQP1 rs28362731 in AQP1 rs1049305 prikazuje Tabela 7. V 
univariatni analizi ni bil noben polimorfizem povezan s tveganjem za nastanek MM. Višja starost 
je bila povezana z večjim tveganjem za nastanek MM (RO = 1,21, 95 % IZ = 1,17─1,25, P < 0,001), 
spol pa ni vplival na tveganje za njegov nastanek (Tabela 9).  
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                               TABELA 9: Vpliv spola in starosti na tveganje za  
                               nastanek MM  
Klinični 
dejavnik 
OR (95 % IZ) P 
Spol 1,04 (0,71─1,53) 0,838 
Starost 1,21 (1,17─1,25) < 0,001 
                              RO (razmerje obetov; OR, Odds ratio); IZ (interval  
                              zaupanja; CI, Confidence interval).  
 
 
Iz Tabele 7 je razvidno, da so bili heterozigoti rs1049305 GC v aditivnem modelu (RO = 0,59, 95 % 
IZ = 0,35─0,97, Padj = 0,039) ter nosilci GC in CC v dominantnem modelu, prilagojeno na spol in 
starost (RO = 0,60, 95 % IZ = 0,37─0,96, Padj = 0,033), statistično značilno povezani s tveganjem 
za nastanek MM oz. heterozigoti GC rs1049305 v aditivnem modelu ter nosilci GC in CC 
rs1049305 v dominantnem modelu so imeli manjše tveganje za nastanek MM. AQP1 rs28362731 
ni bil statistično značilno povezan s tveganjem za nastanek MM. 
Haplotipi AQP1 GG, GC in AG niso bili statistično značilno povezani s tveganjem za nastanek MM. 
Prav tako nismo ugotovili povezave po prilagoditvi na spol in starost, kar je razvidno iz Tabele 10. 
Vrstni red obeh SNP je bil 5' 3': rs28362731, rs1049305.   
 
    TABELA 10: Povezava haplotipov AQP1 in tveganja za nastanek MM 
 
Haplotip 
Predvidena 
frekvenca 
pri 
kontrolah 
Predvidena 
frekvenca 
pri 
bolnikih z 
MM 
 
RO 
(95 % IZ) 
 
P 
 
RO 
(95 % IZ)
adj
 
 
P
adj
 
GG 0,587 0,623 Ref. - Ref. - 
GC 0,372 0,337 0,86 
(0,68─1,10) 
0,241 0,73 
(0,52─1,05) 
0,087 
AG 0,042 0,040 0,89 
(0,47─1,68) 
0,727 0,81 
(0,32─2,09) 
0,667 
     5' 3': rs28362731, rs1049305.  RO (razmerje obetov; OR, Odds ratio); IZ (interval zaupanja;  
     CI, Confidence interval); adj (prilagojeno na spol in starost). 
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4.4. ODGOVOR NA KEMOTERAPIJO 
Klinične značilnosti bolnikov z MM, zdravljenih s cisplatinom v kombinaciji z gemcitabinom ali s 
pemetreksedom, so prikazane v Tabeli 11. Dve tretjini bolnikov je prejemalo cisplatin v 
kombinaciji z gemcitabinom, ena tretjina pa v kombinaciji s pemetreksedom. Odgovor na 
kemoterapijo je bil dober pri eni tretjini (32,8 %) bolnikov, ki je odgovorila z delnim odgovorom 
(PR) in pri nekaj bolnikih (3,2 %), ki so odgovorili s popolnim odgovorom (CR). Pri dveh tretjinah 
(64,0 %) bolnikov je bil odgovor na kemoterapijo slab, od tega je bila pri polovici vseh bolnikov 
(49,5 %) bolezen stabilna (SD), pri sedmini (14,5 %) bolnikov pa napredujoča (PD). Pri več kot 
polovici (58,6 %) je bila prisotna bolečina, dve tretjini bolnikov pa je izgubilo telesno maso (64,2 
%).   
TABELA 11: Klinične značilnosti bolnikov z MM, zdravljenih s kemoterapijo, ki temelji na 
cisplatinu (N=194) 
Značilnost  N (%) 
Vrsta kemoterapije  Gemcitabin in cisplatin 132 (68,0) 
Pemetreksed in cisplatin 62 (32,0) 
  
 
Odgovor na kemoterapijo a 
Popoln odgovor (CR) 6 (3,2) 
Delni odgovor (PR) 61 (32,8) 
Nespremenjena bolezen (SD) 92 (49,5) 
Napredujoča bolezen (PD) 27 (14,5) 
Napredovanje bolezni b Ne 20 (10,5) 
Da 171 (89,5) 
Smrt Ne 58 (29,9) 
Da  136 (70,1) 
Preživetje brez napredovanja 
bolezni (PFS) 
Mediana (25 %─75 %) (meseci) 7,8 (5,3─13,8) 
Celokupno preživetje (OS) Mediana (25 %─75 %) (meseci) 18,1 (9,4─28,7) 
Spremljanje od začetka 
kemoterapije (Follow-up) 
Mediana (25 %─75 %) (meseci) 49,2 (18,9─75,5) 
CRP Mediana (25 %─75 %) 20,5 (9─58) 
LDH  Mediana (25 %─75 %) 2,67 (2,26─3,11) 
  
Bolečina b 
Ne 79 (41,4) 
Da 112 (58,6) 
 
Izguba telesne mase c 
Ne 68 (35,8) 
Da 122 (64,2) 
Podatki manjkajo za: a 8 bolnikov, b 3 bolnike, c 4 bolnike. CRP ( reaktivni protein C); LDH  
(laktatna dehidrogenaza). 
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Za določanje odgovora na zdravljenje s cisplatinom smo pri AQP1 rs28362731 uporabili aditivni 
model, pri čemer nosilcev z genotipom AA ni bilo, pri AQP1 rs1049305 pa smo v analizi uporabili 
tako aditivni kot dominantni model. AQP1 rs28362731 in AQP1 rs1049305 nista bila statistično 
značilno povezana s stopnjo odziva kot odgovorom na kemoterapijo kot prikazuje Tabela 12. 
 
       TABELA 12: Vpliv polimorfizmov AQP1 na odgovor na zdravljenje pri bolnikih z MM 
  
  
  
Odgovor na kemoterapijo  
  
 SNP 
 
Genotip 
  
Slab odgovor 
N (%) 
  
Dober odgovor 
N (%) 
  
RO 
(95 % IZ) 
  
P 
  
  
rs28362731 
GG 112 (65,1) 60 (34,9) Ref. - 
GA 6 (54,5) 5 (45,5) 1,56 
(0,46─5,31) 
0,481 
  
  
  
  
rs1049305 
GG 55 (64,7) 30 (35,3) Ref. - 
GC 43 (58,1) 31 (41,9) 1,32 
(0,70─2,51) 
0,394 
CC 20 (76,9) 6 (23,1) 0,55 
(0,20─1,52) 
0,248 
GC+CC 63 (63,0) 37 (37,0) 1,08 
(0,59─1,97) 
0,810 
       RO (razmerje obetov; OR, Odds ratio), IZ (interval zaupanja; CI, Confidence interval), Ref.    
       (referenčni genotip), Slab odgovor je nespremenjena (SD, stable disease) in napredujoča   
       bolezen (PD, progression disease), Dober odgovor je delni (PR, partial response) in     
       popolni odgovor (CR, complete response). 
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4.5. ANALIZA PREŽIVETJA  
Iz Tabele 11 so razvidne klinične značilnosti bolnikov z MM, zdravljenih s kemoterapijo, ki temelji 
na cisplatinu. Pri veliki večini bolnikov (89,5 %) je bolezen napredovala, pri desetini (10,5 %) pa 
ni. Smrt je nastopila v 70,1 %. Mediana PFS je bila 7,8 meseca, mediana OS 18,1 in mediana 
spremljanja bolnikov od začetka kemoterapije 49,2 meseca.  
V analizi preživetja, ki je prikazana v Tabeli 13, so prikazani rezultati za vse bolnike, zdravljene s 
cisplatinom v katerikoli kombinaciji. Pri AQP1 rs28362731 smo uporabili aditivni model, pri čemer 
nosilcev z genotipom AA ni bilo, pri AQP1 rs1049305 pa tako aditivni kot dominantni model. AQP1 
rs28362731 in AQP1 rs1049305 nista bila statistično povezana s PFS ali z OS.  
 
4.6. POVEZAVA MED POLIMORFIZMOMA AQP1 IN STRANSKIMI  
         UČINKI KEMOTERAPIJE  
Tabela 14 prikazuje pogostnost hematoloških in nehematoloških stranskih učinkov ter pri večini 
od njih stopnjo izraženosti stranskega učinka. V analizo smo vključili bolnike z MM, pri katerih so 
se pojavili hematološki stranski učinki kot je anemija stopnje ≥ 2, levkopenija stopnje ≥ 2, 
nevtropenija stopnje ≥ 2 in trombocitopenija ter nehematološki stranski učinki kot 
nefrotoksičnost, alopecija in slabost in/ali bruhanje.  
 
4.6.1. HEMATOLOŠKI STRANSKI UČINKI  
Povezave med polimorfizmoma AQP1 in hematološkimi stranskimi učinki zdravljenja, ki temelji  
na cisplatinu, so prikazane v Tabeli 15 in Tabeli 16.  
Iz Tabele 15 je razvidno, da je genotip AQP1 rs28362731 GA statistično značilno vplival na 
nastanek trombocitopenije (RO = 3,73, 95 % IZ = 1,00─13,84, P = 0,049). Ta povezava je ostala 
statistično značilna tudi po prilagoditvi na bolečino ob diagnozi (RO = 4,63, 95 % IZ = 1,13─19,05, 
P = 0,034). Heterozigoti GA so imeli večje tveganje za nastanek trombocitopenije, prav tako tudi 
po prilagoditvi na bolečino ob diagnozi. Na ostale stranske učinke ta polimorfizem ni vplival. 
AQP1 rs1049305 je statistično značilno vplival na nastanek anemije stopnje ≥ 2 tako v aditivnem 
kot dominantnem modelu (aditivni model za genotip GC: RO = 0,40, 95 % IZ = 0,20─0,78, P = 
0,007, dominantni model: RO = 0,49, 95 % IZ = 0,27─0,90, P = 0,021). AQP1 rs1049305 je ostal 
statistično značilno povezan tudi po prilagoditvi na CRP (RO = 0,46, 95 % IZ = 0,23─0,92, P = 0,029 
v aditivnem modelu; RO = 0,52, 95 % IZ = 0,27─0,99, P = 0,046 v dominantnem modelu). 
Heterozigoti GC v aditivnem ter nosilci GC in CC v dominantnem modelu so imeli manjše tveganje 
za nastanek anemije, prav tako tudi po prilagoditvi na CRP. 
AQP1 rs1049305 je tudi statistično značilno vplival na nastanek trombocitopenije v aditivnem 
modelu za genotip CC (RO = 3,06, 95 % IZ = 1,01─9,28, P = 0,048). Nosilci CC so imeli večje 
tveganje za nastanek trombocitopenije v aditivnem modelu. 
 
45 
 
Tabela 16 kaže, da je je AQP1 rs1049305 statistično značilno vplival tudi na  nastanek levkopenije 
(aditivni model za genotip CC: RO = 3,03, 95 % IZ = 1,10─8,38, P = 0,033; dominantni model: RO 
= 2,09, 95 % IZ = 1,00─4,35, P = 0,049). Nosilci CC v aditivnem ter nosilci GC in CC v dominantnem 
modelu so imeli večje tveganje za nastanek levkopenije.  
 
4.6.2. NEHEMATOLOŠKI STRANSKI UČINKI 
Povezavo med polimorfizmoma AQP1 in nehematološkimi stranskimi učinki zdravljenja, ki temelji 
na cisplatinu, prikazuje Tabela 17. AQP1 rs1049305 je statistično značilno vplival na nastanek 
alopecije v aditivnem modelu za genotip CC (RO = 2,92, 95 % IZ = 1,00─8,46, P = 0,049), pri čemer 
so imeli nosilci CC večje tveganje za nastanek alopecije.  
AQP1 rs1049305 ni statistično značilno vplival na nastanek nevtropenije stopnje ≥ 2, 
nefrotoksičnosti ter slabosti in bruhanja, AQP1 rs28362731 pa je statistično značilno vplival le na 
trombocitopenijo.  
 
4.7. MULTIPLIKATIVNA ANALIZA INTERAKCIJ 
Multiplikativna analiza interakcij, ki jo prikazuje Tabela 18, ni pokazala nobenega vpliva interakcij 
med polimorfizmoma AQP1 rs28362731 in AQP1 rs1049305 na tveganje za nastanek MM. Prav 
tako interakcije med rs28362731 in rs1049305, rs28362731 in kajenjem ter rs1049305 in 
kajenjem niso statistično značilno vplivale na tveganje za pojav stranskih učinkov zdravljenja, kot 
je razvidno iz Tabele 19.  
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                TABELA 14: Pojav stranskih učinkov pri bolnikih z MM (N = 176)          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                  Podatki manjkajo za: a 2 bolnika, b 7 bolnikov, c 4 bolnike, d 33 bolnikov, e 28 bolnikov.
Stranski učinek Stopnja N (%) 
 
 
Anemija a 
Brez 22 (12,6) 
1 70 (40,2) 
2 71 (40,8) 
3 10 (5,7) 
4  1 (0,6) 
 
 
Levkopenija b  
Brez 80 (47,3) 
1 48 (28,4) 
2  35 (20,7) 
3  6 (3,6) 
4 2 (1,1) 
 
 
Nevtropenija 
Brez 79 (44,9) 
1 35 (19,9) 
2 30 (17,0) 
3  30 (17,0) 
4 2 (1,1) 
 
Trombocitopenija c 
Brez 147 (85,5) 
1 22 (12,8) 
2 3 (1,7) 
 
Nefrotoksičnost c 
Brez 93 (54,1) 
1 76 (44,2) 
2  3 (1,7) 
 
Alopecija d 
Ne  78 (54,5) 
Da 65 (45,5) 
 
Slabost/bruhanje e 
Ne 70 (47,3) 
Da 78 (52,7) 
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5. RAZPRAVA  
V doktorski nalogi smo preučevali vpliv genetskih polimorfizmov AQP1 na tveganje za nastanek 
MM in tudi na odgovor na zdravljenje, ki je temeljilo na cisplatinu. Pomembna nova ugotovitev 
naše raziskave je, da lahko genetska variabilnost AQP1 prispeva k tveganju za nastanek MM. 
Poleg tega smo dokazali tudi povezanost AQP1 z nastankom stranskih učinkov kot so anemija 
stopnje ≥ 2, levkopenija stopnje ≥ 2, trombocitopenija in alopecija, zaradi zdravljenja, ki temelji 
na cisplatinu.  
 
5.1. KLINIČNE ZNAČILNOSTI BOLNIKOV IN KONTROL 
Izpostavljenost azbestu je bila na podlagi vprašalnika, uporabljenega na Onkološkem inštitutu 
Ljubljana in Kliničnem inštitutu za medicino dela, prometa in športa v Ljubljani, potrjena pri okrog 
treh četrtinah bolnikov z MM, kar je skladno s podatki iz predhodnih raziskav [4, 8─15]. 
Mediana starost naših bolnikov z MM je bila 65 let, od katerih je bilo okrog tri četrtine moških, 
kar bi lahko pripisali temu, da so bili moški v večji meri izpostavljeni azbestu na delovnem mestu 
[34]. Velika večina bolnikov z MM je starih 60 let ali znatno več [16], saj je latentna doba po 
izpostavljenosti azbestu celo 20─60 let [13─16]. 
 
5.2. PORAZDELITEV PREISKOVANIH GENOTIPOV AQP1  
Razporeditev preiskovanih genotipov je bila pri AQP1 rs28362731 in AQP1 rs1049305 v skladu s 
Hardy-Weinbergovim ravnovesjem, pri AQP1 rs1476597 pa ni bila skladna niti pri bolnikih niti pri 
zdravih kontrolah, zato smo ta polimorfizem izključili iz nadaljnje statistične analize.  
Primerjali smo pogostnost preiskovanih polimorfizmov med našimi bolniki z MM in krvodajalci s 
pogostnostjo pri drugih populacijah, ki so navedene v podatkovni bazi NCBI [161]. Pri 
polimorfizmu AQP1 rs28362731 G>A je bila pogostnost polimorfnega alela A pri naših bolnikih in 
kontrolah 4,1 %. Pri nekaterih evropskih populacijah je malo nižja kot pri nas, to je 3,0 %, izstopa 
pa švedska populacija z 10 % alela A [161]. Pri AQP1 rs28362731 homozigotov AA nismo zasledili 
niti med bolniki niti med kontrolami.  
Pri AQP1 rs1049305 G>C je bila pogostnost polimorfnega alela C pri naših bolnikih in kontrolah 
okrog 36 %. Pri evropskih populacijah je podobna, to je od 30 % do 47 % [161]. Pri azijski populaciji 
je zastopanost alela C 38 %, najvišji pa sta 86 % zastopanost alela C pri afriških Američanih in celo 
98 % pri prebivalcih podsaharske Afrike [161].  
AQP1 rs1476597 G>A je edini polimorfizem AQP1, ki je bil do sedaj raziskan pri raku, in je bil 
povezan s časom preživetja pri bolnikih z multiformnim glioblastomom. Ta študija je poročala, da 
je bila razporeditev genotipov za AQP1 rs1476597 v skladu s HWE, in sicer je bila zastopanost 
polimorfnega alela A med 41 % in 51 % [120]. V evropski populaciji je pogostnost alela A malo 
nižja, to je med 32 % in 42 % [161]. Pogostnost alela A pri naših bolnikih in kontrolah je bila 25 %, 
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vendar pa porazdelitev genotipov pri AQP1 rs1476597 ni bila skladna s HWE. Preverili smo, da pri 
genotipizaciji nismo naredili nobene napake, zato lahko odstopanje od HWE razložimo bodisi s 
tem, da je ta polimorfizem trialelen (G/C/A) ali pa da polimorfizmi v bližini vplivajo na vezavo 
naših začetnikov iz reakcijske mešanice. 
Iz dostopne literature je razvidno, da so naši preiskovani polimorfizmi bili do sedaj zelo malo 
raziskovani.  
 
5.3. TVEGANJE ZA NASTANEK MALIGNEGA MEZOTELIOMA 
V naši raziskavi univariatna analiza ni pokazala nobenega vpliva polimorfizmov na tveganje za 
nastanek MM. Pokazala pa je, da je bila višja starost statistično značilno povezana z večjim 
tveganjem za nastanek MM, medtem ko spol ni vplival na tveganje za njegov nastanek.  
Multivariatna analiza pa je pokazala, da so imeli heterozigoti AQP1 rs1049305 GC v aditivnem 
modelu ter nosilci AQP1 rs1049305 GC in CC v dominantnem modelu manjše tveganje za 
nastanek MM v primeru, ko smo analizo prilagodili na spol in starost. Po našem vedenju in glede 
na dostopno literaturo smo prvi, ki smo pokazali, da AQP1 rs1049305 statistično značilno vpliva 
na tveganje za nastanek MM. AQP1 rs28362731 pa na tveganje za nastanek MM statistično 
značilno ni vplival. V naši raziskavi smo imeli le sedmino bolnikov z genotipom rs1049305 CC. S 
povečanjem števila preiskovanih bolnikov z MM bi povečali tudi moč študije. Predvidevamo, da 
bi imeli v tem primeru tudi večje število bolnikov z genotipom rs1049305 CC in morda tudi 
statistično značilno manjše tveganje za nastanek MM pri genotipu CC v aditivnem modelu.  
Pokazali so tudi, da je večje izražanje AQP1 pri MM povezano z boljšo prognozo bolezni [36]. Ker 
je manjše izražanje AQP1 ugotovljeno pri alelu rs1049305 G [157], lahko predpostavimo, da je 
izražanje AQP1 večje pri alelu rs1049305 C in imajo zato nosilci vsaj enega polimorfnega alela C, 
to je genotipa CC in GC lahko boljšo prognozo pri MM. V naši raziskavi pa smo tudi ugotovili, da 
imajo nosilci z genotipoma rs1049305 GC ali CC v dominantnem modelu manjše tveganje za 
nastanek MM.   
 
5.4. ODGOVOR NA KEMOTERAPIJO IN VPLIV GENETSKIH  
         SPREMEMB AQP1 NA DELOVANJE KANALČKA AQP1 
AQP1 rs28362731 v aditivnem modelu in AQP1 rs1049305 v aditivnem in dominantnem modelu 
nista statistično značilno vplivala na odgovor na kemoterapijo. V naši raziskavi polimorfizma nista 
bila statistično značilno povezana s popolnim odgovorom (CR), delnim odgovorom (PR), 
nespremenjeno boleznijo (SD) in z napredovanjem bolezni (PD).  
Genetske spremembe AQP1 bi lahko vplivale na delovanje vodnega kanalčka AQP1, saj so že 
poznani eksperimentalni inhibitorji vodnega in ionskega kanalčka AQP1, ki zavrejo rast MM in 
migracijo njegovih celic [12].  
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Potrebno je izpostaviti, da se AQP1 rs1049305 nahaja v 3'UTR AQP1. Pri transkripciji AQP1 
nastane mRNA, ki ima v svoji strukturi 3'UTR, ta del pa je povezan z regulacijo izražanja AQP1 
[155]. Geni, ki so uravnavani preko zaporedja 3'UTR, v splošnem kodirajo za regulatorne proteine, 
in njihovo nepravilno izražanje ima pri človeku lahko različne učinke [156].  
V raziskavi in vitro je bilo zmanjšano izražanje AQP1 povezano s prisotnostjo rs1049305 alela G. 
Predpostavili so, da rs1049305 v 3'UTR v interakciji z miRNA lahko vpliva na mRNA pri translaciji 
in s tem na nivoje nastalega proteina AQP1. Razložili so, da bi takšno zmanjšanje v izražanju AQP1 
lahko pripisali povečanju vezavne afinitete miRNA, ki močneje zavre translacijo mRNA v protein 
AQP1 [157]. Na podlagi te ugotovitve pa lahko predpostavimo, da je v prisotnosti alela C izražanje 
AQP1 večje kot v prisotnosti alela G in je lahko vezavna afiniteteta miRNA na 3'UTR v mRNA 
manjša, s tem pa manjše zaviranje translacije mRNA in večje izražanje proteina AQP1.     
Precej raziskav do sedaj je že pokazalo, da genetske spremembe AQP1 vplivajo na delovanje 
vodnega kanalčka AQP1 [12, 100, 120, 154─160, 162].  
Pri naših preiskovanih polimorfizmih vpliva na odgovor na zdravljenje s cisplatinom pri bolnikih z 
MM nismo dokazali. Poznano pa je delovanje cisplatina na AQP pri nekaterih rakih. Inhibicija 
AQP3 s specifično siRNA v kombinaciji s cisplatinom je močno zavrla rast rakavih celic požiralnika 
in jezika [177], pri raku želodca so pokazali prekomerno izražanje AQP3, ki je povzročil rezistenco 
na cisplatin [178], pokazali pa so tudi na povezavo med AQP5, rakom jajčnikov in cisplatinom 
[179].  
 
5.5. ANALIZA PREŽIVETJA IN OCENA FUNKCIJE POLIMORFIZMOV 
         V AQP1 
V analizi preživetja smo obravnavali AQP1 rs28362731 v aditivnem modelu, v katerem ni bilo 
nosilcev z genotipom AA in AQP1 rs1049305 v aditivnem in dominantnem modelu. Ugotovili smo, 
da polimorfizma nista statistično značilno vplivala na PFS, in tudi ne prilagojeno na histološki tip 
MM, kajenje, izgubo telesne mase in CRP. Prav tako nista vplivala na OS, in tudi ne prilagojeno na 
histološki tip, kajenje in CRP.  
Pri polimorfizmu AQP1 rs1049305 G>C se na mestu *578 G spremeni v C, ki se nahaja v 3'-
neprevedeni regiji gena AQP1 [159], kar lahko spremeni vezavno mesto za miRNA, ki inhibira 
delovanje mRNA in posledično njeno translacijo v protein AQP1. Polimorfizem  spremeni zapis na 
DNA, tako da po transkripciji nastane spremenjena mRNA glede na normalni alel in lahko 
pričakujemo drugačno jakost vezave miRNA na novo mRNA. Pri tem pa po translaciji lahko 
nastane manj ali pa več proteina AQP1, odvisno od genotipa. Glede na razlike v nivoju izražanja 
proteina AQP1 med genotipi rs1049305 GG, GC in CC, bi lahko ustrezne farmakološke miRNA 
mimic bile inhibitorji izražanja AQP1, antagomiR-ji pa agonisti izražanja AQP1. S tem bi morda 
lahko vplivali na odgovor na zdravljenje MM s terapijo, ki temelji na cisplatinu ter na nastale 
stranske učinke. Glede na dosedanje ugotovitve bi bila za daljše preživetje MM potrebna takšna 
farmakološka miRNA, ki bi bila agonist naravni miRNA in bi imela reverzibilno vezavo na mRNA, 
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pri čemer bi posledično nastalo čim manj proteina AQP1, kar bi zavrlo rast in razmnoževanje celic 
MM. 
Opazili so namreč, da na patološke lastnosti celic MM in odgovor tumorjev MM na terapijo, ki 
temelji na platini, močno vplivajo nekodirajoče RNA, še posebej miRNA in tudi dolga nekodirajoča 
RNA (long non-coding;  lncRNA). Te nekodirajoče RNA oblikujejo občutljivost na zdravilo in razvoj 
tumorske rezistence pri uporabi platinovih učinkovin [180]. Obstajajo tumorsupresorske miRNA 
in onkogene miRNA (oncomir), pri tem pa zrele miRNA lahko vplivajo na številne gene z inhibicijo 
translacije tarčne mRNA, tako da se vežejo na 3'UTR tarčne mRNA [181─183].  
Po drugi strani pa je bilo tudi ugotovljeno, da večje izražanje AQP1 pomeni boljše preživetje MM. 
Takšen mezotelij je namreč bolje diferenciran oz. bolj podoben normalnemu  in manj divji in 
agresiven, kar govori v prid epiteloidnemu podtipu MM. Pri njem je tudi ugotovljen najvišji 
odstotek tumorskih celic, ki izražajo AQP1, v primerjavi z mešanim ali s sarkomatoidnim podtipom 
MM [14, 36]. V raziskavi so v eni kohorti izvedli ekstraplevralno pnevmonektomijo (extrapleural 
pneumonectomy; EPP), v drugi pa konzervativno (ne-operativno) zdravljenje, kar pomeni, da niso 
v nobenem primeru delovali neposredno na vodni kanalček AQP1, ampak je bilo večje izražanje 
AQP1 povezano z višjo stopnjo diferenciacije in zato manjšo invazivnostjo in agresivnostjo, kar je 
podaljšalo OS pri bolnikih z MM [36].  
Čeprav sta v Sloveniji proizvodnja in uporaba azbesta prepovedani že 23 let, lahko pričakujemo, 
da bo pojavnost MM še vedno naraščala in s tem tudi breme bolezni. Sodobno kemoterapevtsko 
zdravljenje je statistično značilno podaljšalo srednje celokupno preživetje (OS) bolnikov s to 
boleznijo v Sloveniji [19]. 
 
 
5.6. POVEZAVA MED POLIMORFIZMOMA AQP1 TER  
         HEMATOLOŠKIMI IN NEHEMATOLOŠKIMI STRANSKIMI  
         UČINKI KEMOTERAPIJE  
V naši raziskavi smo preučili vpliv polimorfizmov AQP1 rs28362731 in AQP1 rs1049305 na 
nastanek stranskih učinkov zaradi zdravljenja s cisplatinom, ki do sedaj še niso bili preučeni pri 
bolnikih z MM. Preučili smo njihov vpliv na hematološke stranske učinke, kot so anemija stopnje 
≥ 2, levkopenija stopnje ≥ 2, nevtropenija stopnje ≥ 2 in trombocitopenija, ter na nehematološke, 
kot so nefrotoksičnost, alopecija in slabost in/ali bruhanje. 
V naši raziskavi so bili polimorfizmi AQP1 pomembno povezani z nekaterimi hematološkimi 
stranskimi učinki kemoterapije. Heterozigoti AQP1 rs28362731 GA so imeli večje tveganje za 
nastanek trombocitopenije, prav tako tudi po prilagoditvi na bolečino ob diagnozi. Na ostale 
stranske učinke ta polimorfizem ni vplival. Heterozigoti AQP1 rs1049305 GC v aditivnem ter nosilci 
GC in CC v dominantnem modelu so imeli manjše tveganje za nastanek anemije, prav tako tudi 
po prilagoditvi na CRP. Nosilci AQP1 rs1049305 CC so imeli večje tveganje za nastanek 
trombocitopenije v aditivnem modelu. Nosilci AQP1 rs1049305 CC v aditivnem ter nosilci GC in 
CC v dominantnem modelu so imeli večje tveganje za nastanek levkopenije.  
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Raziskava je pokazala, da je AQP1 rs1049305 vplival tudi na nehemaloške stranske učinke. Nosilci 
AQP1 rs1049305 CC v aditivnem modelu so imeli večje tveganje za nastanek alopecije.  
Že predhodne raziskave so poročale o povezavi AQP1 rs1049305 s hematološkimi značilnostmi 
krvnih celic. Coltonovo krvno skupino določimo glede na izražanje AQP1 v celični steni eritrocita. 
AQP1 je povezan s strukturnimi spremembami mikrocirkulacije in se izdatno izraža v eritrocitih 
[184]. Pokazali so, da AQP1 rs1049305 vpliva na izražanje proteina AQP1 [157]. Pomanjkanje 
AQP1 ne povzroči resnih fenotipskih posledic. Opazili pa so, da so polimorfizmi AQP1 povezani z 
zmanjšano površino eritrocitov in njihovo krajšo življenjsko dobo [185]. Pri raziskovanju vpliva 
lokusa ABO, ki je sestavljen iz treh običajnih alelov A, B in O, ter vpliva polimorfizmov AQP1 na 
število, fenotip in lastnosti eritrocitov, so preučevali tudi AQP1 rs1049305 in opazili signifikantno 
povezavo med koncentracijo hemoglobina v krvi (Hb), volumskim deležem eritrocitov v krvi (Ht) 
in številom trombocitov [186]. V naši raziskavi smo ugotovili, da so imeli genotipi GC v aditivnem 
ter GC in CC v dominantnem modelu manjše tveganje za anemijo kot genotip GG, vendar pa iz 
navedene raziskave sledi nasprotno, saj so imeli nosilci alela G višji Hb in Ht [186]. Iz naše raziskave 
sledi, da je imel genotip CC večje tveganje za trombocitopenijo kot GG. Navedena raziskava pa 
navaja, v nasprotju z našo, da je s trombocitopenijo povezan alel G [186].   
 
5.7. MULTIPLIKATIVNA ANALIZA INTERAKCIJ 
Multiplikativna interakcija v našem primeru predstavlja vpliv možnih interakcij med vsemi 
kombinacijami genotipov obeh polimorfizmov v dominantnem modelu na določeno 
spremenljivko, kot sta v našem primeru tveganje za nastanek MM in tveganje za pojav stranskih 
učinkov zdravljenja.  
Multiplikativna analiza interakcij ni pokazala vpliva interakcij med polimorfizmoma AQP1 
rs28362731 in AQP1 rs1049305 na tveganje za nastanek MM. Interakcije med AQP1 rs28362731 
in AQP1 rs1049305, AQP1 rs28362731 in kajenjem ter AQP1 rs1049305 in kajenjem niso bile 
statistično značilno povezane s tveganjem za pojav stranskih učinkov zdravljenja.  
 
 
5.8. ZNAČILNOSTI NAŠE RAZISKAVE 
Kljub omejenemu številu bolnikov, ki so bili vključeni v našo raziskavo, so vse bolnike spremljali v 
isti ustanovi, obravnavala pa jih je ista skupina onkologov, zato v kliničnih ocenah ni bilo razlik. 
Poleg tega so vsi bolniki in kontrole izhajali iz etnično homogene slovenske populacije, zato razlik 
zaradi genetske heterogenosti ni bilo [187, 188]. 
Glavna omejitev naše raziskave je bila, da nismo imeli informacij o izpostavljenosti azbestu pri 
zdravih kontrolah. Poleg tega so bili bolniki z MM starejši od kontrol, saj so krvodajalci lahko stari 
do 65 let, vendar smo to v statistični analizi upoštevali s prilagoditvijo na starost.  
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V nalogi smo pokazali, da imajo nosilci genotipov AQP1 rs1049305 GC in CC manjše tveganje 
za nastanek MM od nosilcev genotipa GG. Naša ugotovitev bi lahko izboljšala napoved 
ogroženosti za nastanek MM pri osebah, ki so bile poklicno ali okoljsko izpostavljene azbestu. 
Pogostejši pregledi bi tako pri nosilcih bolj tveganega genotipa  AQP1 rs1049305 GG omogočili 
zgodnejše odkrivanje MM.  
Pri bolnikih z genotipi AQP1 rs1049305, pri katerih bi bilo pri zdravljenju s cisplatinom v 
kombinaciji z gemcitabinom ali pemetreksedom ugotovljeno večje tveganje za nastanek 
anemije, trombocitopenije ali levkopenije, bi bilo potrebno bolj skrbno spremljanje in 
podporno zdravljenje, da bi preprečili ali omilili stranske učinke. Čeprav smo v nalogi pokazali 
tudi povezavo med polimorfizmoma AQP1 in stranskimi učinki zdravljenja, so potrebne še 
dodatne raziskave na večjem številu bolnikov z MM, da bi lahko ta dognanja potrdili in 
uporabili v klinični praksi.  
Nova dognanja o teh polimorfizmih bi lahko poleg že prej opisanih klinično-farmakogenetskih 
modelov [171] doprinesla k izboljšanju napovedi stranskih učinkov, povezanih z zdravljenjem pri 
MM. Boljše razumevanje farmakogenetskih polimorfizmov bi lahko omogočilo individualiziran 
pristop in boljše rezultate zdravljenja s cisplatinom pri bolnikih z MM. Naša raziskava kaže, da 
preučevani polimorfizmi AQP1 lahko prispevajo k tveganju za nastanek MM in nastanek stranskih 
učinkov, povezanih z zdravljenjem s cisplatinom. S temi ugotovitvami naša raziskava predstavlja 
izviren pripevek k znanosti.  
Pričakujemo torej, da bodo naši rezultati prispevali k zgodnejšemu odkrivanju in pogostejšim 
zdravniškim pregledom bolj ogroženih posameznikov, ki so bili v preteklosti določeno obdobje 
poklicno izpostavljeni azbestnim vlaknom, in boljši napovedi stranskih učinkov, povezanih z 
zdravljenjem. Naše ugotovitve pa je potrebno še potrditi v neodvisnih kohortah bolnikov z MM 
in pri drugih rakih.  
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6. ZAKLJUČKI  
V naši raziskavi smo ugotovili, da genetska variabilnost AQP1 lahko vpliva na tveganje za nastanek 
MM in na pojav stranskih učinkov kot so anemija, levkopenija, trombocitopenija in alopecija pri 
zdravljenju s cisplatinom v kombinaciji z gemcitabinom ali pemetreksedom. Potrdili smo dve 
izmed treh zastavljenih hipotez:  
 izbrani polimorfizmi v genu za akvaporin 1 lahko vplivajo na tveganje za nastanek MM in 
 izbrani polimorfizmi v genu za akvaporin 1 lahko vplivajo na pojav stranskih učinkov pri 
zdravljenju s cisplatinom,  
 tretje zastavljene hipoteze, da izbrani polimorfizmi v genu za akvaporin 1 vplivajo na 
napredovanja bolezni in celokupno preživetje, pa nismo potrdili.   
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